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Asymmetrische Synthese durch Katalysatoren. II. 


Von 


G. Bredig und M. Minaeff?. 


(Aus dem Institut fiir physikalische Chemie Karlsruhe i. B ) 


~ 


(Eingegangen am 7. Mai 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bekanntlich konnte L. Rosenthaler® zeigen, daB Enzyme, wie sie 
in den bitteren Mandeln vorkommen, asymmetrische Synthesen be- 
wirken, indem ein Gemisch von Blausiure und Benzaldehyd, also ein 
Gemisch symmetrischer Molekiile, unter der Einwirkung solcher Enzyme 
optisch aktives Mandelsaurenitril liefert, wihrend ohne Enzymgegenwart 
bei Zusammentritt von Blausiure und Benzaldehyd nur optisch in- 
aktives Mandelsaurenitril entsteht. Betrachtet man die Enzymwirkung 
als eine katalytische, so lag hier wieder eine stereochemisch spezifische 
Katalysatorwirkung des Enzyms vor. Als G. Bredig und P.S. Fiske® 
absichtlich an Stelle des Mandelenzyms eine optisch aktive Base wie 
Chinin bzw. Chinidin als Katalysator fiir jene Synthese wihlten, er- 
hielten sie rechtsdrehendes bzw. linksdrehendes Mandelsaurenitril. Sie 
haben also damit die Enzymwirkung auch bei der ,,asymmetrischen 
Synthese des Nitrils ersetzt bzw. nachgeahmt durch die Wirkung von 
Katalysatoren mit asymmetrischem Molekiilbau und bekannter Zu- 
sammensetzung. In jener Mitteilung hatten Bredig und Fiske die 
asymmetrische Synthese nur von Mandelsdurenitril aus Benzaldehyd 
und Blausaiure durch die Katalysatoren Chinin und Chinidin beschrieben. 
In einer zweiten Arbeit’ hatte jedoch Rosenthaler gezeigt, dab auch 
andere Aldehyde mit Blausiure unter der Einwirkung von Mandelenzym 
optisch aktive Oxynitrile bilden. Wir haben uns daher die Frage ge- 
stellt, ob durch die Katalysatorwirkung des Chinins und Chinidins, 


' Auszug aus der Festschrift zur Hundertjahrfeier der Techn. Hoch- 
schule Karlsruhe, 1925. 
2 L. Rosenthaler, diese Zeitschr. 14, 238, 1908; 235, 227 (1931). 
3G. Bredig u. P.S. Fiske, ebendaselbst 46, 7, 1912. 
* L. Rosenthaler, ebendaselbst 17, 257, 1909. 
Biochemische Zeitschrift Band 249. 16 
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ahnlich wie durch die des Enzyms, ebenfalls auch aus anderen Aldeh yd: 
,asymmetrische Synthese‘ optisch aktiver Oxynitrile bewirkt wird 
Dies ist in der Tat der Fall, wie folgende Versuche beweisen: 


a) Je0,1 Mol. von Blausiure und dem betreffenden Aldehyd wurden 
bei einer Temperatur von 25° in Toluol oder Chloroform zu 50 cem gy 
lést und 0,1 g Alkaloid (Chinin oder Chinidin) als Katalysator zugegeben 
Wahrend ohne Alkaloid die Vereinigung zu Oxynitril, wie aus der ly 
gleitenden Kontraktion erkennbar war, nur sehr langsam und ohne 
Erzeugung optischer Aktivitét verlief, wurde sie durch den Alkaloid- 
zusatz, wie man schon aus der sehr viel rascheren Kontraktion erkennen 
konnte, sehr stark beschleunigt. Nach gemessenen Zeiten wurde durch 
Ausschiitteln mit verdiinnter wasseriger Schwefelsiure das Alkaloid 
entfernt und dadurch die Reaktion, falls sie nicht schon von selbst 
zum Stillstand gekommen war, gestoppt. Die toluolischen bzw. chloro- 
formischen, so erhaltenen Fliissigkeiten, welche das gebildete Oxynitril 
enthielten, zeigten in der Tat im 2-dm-Rohr optische Aktivitdt, wie in 
folgender Tabelle ersichtlich ist: 





Ausgangsstoff Drehung Katalysator Lisungsmittel 


Zimtaldehyd . — 1,04° Chinidin Toluol 

+ 1,07 Chinin Chloroform 
Anisaldehyd . — 0,31 Chinidin Toluol 
i Se + 0,24 Chinin Chloroform 
Piperonal . . + 0,26 Chinin Chloroform 
Acetaldehyd — 0,21 Chinin Chloroform 


Zum Vergleich erwahnen wir, daB Rosenthaler', welcher anstatt der 
Alkaloide Mandelenzym als Katalysator anwandte, ebenfalls aus obigen 
Aldehyden optisch aktive Oxynitrile erhalten hat, und zwar aus Zimt- 
aldehyd, Anisaldehyd, Piperonal und Acetaldehyd rechtsdrehende, aus 
Citral ein linksdrehendes. Wie unsere neuen Versuche in obiger Tabelle 
und unsere triiheren? mit Benzaldehyd zeigen, kénnen wir nach Be- 
lieben, je nachdem wir Chinin oder Chinidin als ,,Enzymersatz” an- 
wenden, rechtsdrehende oder linksdrehende Oxynitrile durch asym- 
metrische Synthese erzeugen. Ubrigens gibt es auch bei der enzymati- 
schen Synthese des Benzaldehydnitrils Enzyme, von denen das eine 
rechtsdrehendes, das andere linksdrehendes Oxynitril erzeugt*, und hat 
Mayer* im Institut von C. Neuberg bei einem ganz anderen Vorgang, 


1 Rosenthaler, diese Zeitschr. 17, 264, 1909. 

2 G. Bredig u. P.S. Fiske, ebendaselbst 46, 15, 1912. 

3 Vgl. V. K. Krieble, J. Amer. Chem. Soc. 35, 1643, 1913 und 
Oppenheimer-Kuhn, ,,Die Fermente und ihre Wirkungen.** 5. Aufl. 8. 223 

4 P. Mayer, diese Zeitschr. 174, 420, 1926. 
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Dismutation, durch Bacterium ascendens linksdrehende und durch 
tobacterien rechtsdrehende Mandelsaure aus Phenylglyoxal erhalten. 

Wir haben uns ferner durch Messung der Geschwindigkeit der 
Kontraktion tiberzeugt, daB die Reaktion um so schneller verlaiuft, je 
mehr Alkaloid als Katalysator verwendet wird. 

b) Die Ahnlichkeit zwischen der Enzymwirkung und unserer asym- 
metrischen Synthese durch Katalysatoren bekannter Zusammensetzung 
geht aber noch weiter: 

Wie schon L. Rosenthaler und E. Nordefeldt! gezeigt haben, geht 
die bei der asymmetrischen Nitrilsynthese durch Enzymwirkung er- 
reichte optische Aktivitat mit der Zeit wieder zuriick, passiert also wihrend 
der Reaktion ein Maximum. ,,Ehe 
die totale Synthese ihr Maximum A Kontroktion 





noch erreicht, fangt die Asymmetrie 

an abzunehmen. Genau dasselbe 

Ergebnis erhielten wir bei der kata- 

lytischen asymmetrischen Synthese 

der meisten von uns untersuchten 

Oxynitrile mit Hilfe von Chinin und 

Chinidin an Stelle des Enzyms. 

Die in der Tabelle angegebenen 

optischen Aktivierungen gelingen 

nur, wenn man die Versuche recht- 

zeitig unterbricht. Es gibt bei jedem 

Versuch ein Zeitoptimum der Aktivierung, und zwar ist diese Zeit 
um 8o kiirzer, je schneller auch die damit verbundene Volwmkontraktion 
ist, die wir in jedem einzetnen Falle dabei beobachteten. So erhielten 
wir z. B. optische Aktivitét beim Citral nach 40 Minuten, nicht 
aber nach 22,5 Stunden, beim Acetaldehyd nach wenigen Minuten, 
nicht aber in sicherer GréBe nach 15 Stunden. In der Tat: ist mit 
gleicher Chininmenge auch die Reihenfolge der Kontraktions- 
geschwindigkeit, also auch der Geschwindigkeit der Totalsynthese 
des Oxynitrils, nach unseren Messungen die folgende: Acetaldehyd, 
Citral, Benzaldehyd und Zimtaldehyd. 

Die obenstehende Abbildung gibt einen solchen Versuch iiber die 
Erzeugung optisch aktiven Mandelsaurenitrils durch katalytische 
Synthese mit Chinin als Katalysator wieder. Wie man aus der oberen 
Kurve (Kontraktion) ersieht, ist die Reaktion noch nicht ganz vollendet, 
wenn nach der unteren Kurve das entstandene optische Drehungs- 


vermégen bereits ein Maximum passiert und abzuklingen beginnt. 


' Literatur vgl. Oppenheimer-Kuhn, |. c., 8. 224, und H. Euler, ,,Chemie 
der Enzyme“ (2. Aufl.), IT, 260. 
16* 
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Offenbar tritt schlieBlich nach Entstehung eines optisch aktiven Nit 
gemisches auch hier eine Racemisierung desselben und damit ein 
klingen seiner optischen Aktivitat, geradeso wie in Gegenwart von Enzyin 
hier auch mit unseren Katalysatoren (Chinin bzw. Chinidin) ein. 

Bekanntlich hat K.Fajans! eine spezielle Theorie der optisch 
Aktivierung durch katalytische ,,asymmetrische Synthese aufgestel|t 
welche im wesentlichen auf einem Unterschied in der katalytische 
Spaltungsgeschwindigkeit des entstehenden asymmetrischen Produkt. 
fiir die d- und die |-Form beruht. In der Tat haben Rosenthaler wi 
Feist? gefunden, daB das optisch inaktive d, l-Mandelsdurenitril yo. 
Emulsin auch asymmetrisch gespalten wird, so daB das Gemisch da 
durch linksdrehend wird. In Analogie hierzu hat W. M. Bayliss® auch 
bei der Einwirkung von Chinidin auf optisch inaktives Mandelsaure- 
nitril nach gewisser Zeit eine schwache Linksdrehung der daraus dure}: 
Verseifung erhiltlichen Mandelsiure, also einen UCberschuB an dem 
dazugehérigen rechtsdrehenden Nitril erhalten. Dieser Fall ist wohl! 
noch weiterer Untersuchung wert. Unsere hier mitgeteilten Versuch, 
wurden allzufriih durch auBere Umstainde 1914 unterbrochen und sind 
noch weiteren Ausbaues fahig, der jetzt im hiesigen Institut und auch 
an anderer Stelle in Gang ist. 

Jedenfalls aber haben sich in unseren hier mitgeteilten Versuchen 
weitere starke Ahnlichkeiten zwischen der Wirkung von Enzymen und 
der Wirkung unserer Katalysatoren bekannter Zusammensetzung (Chinin 
und Chinidin) gezeigt, insbesondere dadurch, 

1. daB Chinin und Chinidin wie Emulsin die asymmetriscly 
Synthese optisch aktiver Nitrile auch aus anderen Aldehyde 
als aus Benzaldehyd katalytisch bewirken, 
daB in beiden Fallen die erhaltene optische Aktivitat durch civ 
Maximum bei einem Zeitoptimum geht. 

Durch alle diese Tatsachen wird wiederholt die Vermutung ge 
stiitzt, daB die Enzyme ebenso wie Chinin und Chinidin als Katalysatoren 
wirken, deren Molekiile selbst asymmetrisch und daher optisch aktiy 
gebaut sind. 


1 K. Fajans, Zeitschr. f. phys. Chem. 73, 86, 1910. 

2 K. Feist, Ann. d. Pharm. 247, 226, 1909; 248, 101, 1910; L. Rose» 
thaler, diese Zeitschr. 26, 7, 1910. 

3 W. MV. Bayliss, J. of Physiol. 46, 260, 1913. 
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Girungsaktivatoren Z und Wachstumsstoffe. 
Von 
Hans v. Euler und Tore Philipson. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 2. Mai 1932.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Unter den spezifischen Aktivatoren der lebenden Hefe sind zwei 


Gruppen an der Garung beteiligt, nimlich der Z-Komplex und die 


Gruppe von Wachstumsstoffen, welche wir! nunmehr mit BP bezeichnen 
und unter welchen das ,,Bios** von Wildiers das im AnschluB an 
Pasteurs 1860 gemachten Beobachtungen zuerst beschriebene ist. 
Diese beiden Aktivatoggruppen sind in ihrer Wirksamkeit dadurch 
charakterisiert, daB die letztere die Vermehrungsgeschwindigkeit, also 
die Zunahme der Zellenzahl pro Zeiteinheit erhéht, wahrend der 
Z-Komplex die Garungsgeschwindigkeit steigert, aber dabei die Zellen- 
zahl wenigstens innerhalb der gemessenen Garungszciten, die bei 
uns 3 Stunden nie tibersteigt — ungeandert laBt. 

Die Bezeichnung BP soll die pflanzlichen Wachstumsstoffe zu- 
sammenfassen, zu welchen auBer dem ,,Bios‘“’ und dem von Boysen- 
Jensen? gefundenen Aktivator, die Wachstumsstoffe von Went*, von 
Nielsen* (Rhizopin) und mehrere Sexualhormone® gehéren. Aégl und 
Haagen® bezeichnen ihren Stoff als Auxin und rechnen ihn im Ein- 
verstindnis mit Went zu den Phytohormonen. Uber die Beziehungen 


' Euler u. Philipson, diese Zeitschr. 245, 418, 1932. 

2 Boysen-Jensen, Ber. d. bot. Ges. 28, 118, 1910; diese Zeitschr. 236, 
205, 1931. 

3 Went, Rec. Trav. bot. Néerl. 25, 1928. 

4 Nielsen, Jahrb. f. wiss. Bot. 73, 189, 1930; Nielsen u. Hartelivs, Medd. 
Carlsberg 19, Nr. 8, 1932. 

> Siehe hierzu Schoeller u. Gébel, diese Zeitschr. 240, 1, 1931. 

®° Kégl u. Haagen Smit, K. Akad. van Wetensch. Amsterdam, Proc. 34, 
Nr. 10, 1931. 
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zu den Vitaminen der B-Gruppe, fiir deren Komponente B, neuerdin, 
die chemische Zusammensetzung bekannt geworden ist, C,.H,,;N,0% 
liegen bis jetzt keine festen Anhaltspunkte vor’. 


A. Girungsaktivatoren Z. 


I. Berechnunasmethoden fiir die Z-Wirkung. 


Was die Messung der Faktoren Z betrifft, so ist friiher® die Garung: 
geschwindigkeit in Kubikzentimeter CO, pro Stunde ermittelt worde; 
welche unter Zusatz einer gewissen Menge des Z-Komplexes eintritt oekr 
Man driickte also die Z-Wirkung einer Lésung durch die Zahl Kubil Wer 
zentimeter oder durch die darin enthaltene Anzahl Milligramm fest: und 
Substanz aus, die erforderlich ist, um frische Hefe bestimmten Ursprungs best 
zu dem halben Betrag ihrer maximalen Garungsgeschwindigkeit zu Han 
aktivieren. In dieser Weise haben Euler, Brunius und Proffe ihr letzt 
Halbaktivierungswerte (HA.-Werte) erhalten 
riibe 


man 


U, / Suna 


~*~ / 


comb 


miscl 

Garu 

a © aus | 

we Z,-Li 

Abb. 1. Abb. 2 Abed 


; 


Seitdem es gelungen ist den Z-Komplex aufzuspalten, gilt es di 
Wirkungsbestimmungen sowohl fiir Z, als Z, auszufiihren. 


aut ¢ 
Z-Wi 
, es ni 

vorgeschlagen von der Form 
pone! 


Auch fiir den Komplex wurde von uns in neuerer Zeit eine Form 


a ‘e log (qe) = i. sich. 
im C 
* 1 Windaus, Tschesche, Ruhkopf, Laquer, Schulz, G6tt. Nachr. 193 —_ 
S. 207. 
2 Siehe hierzu auch die Ubersicht von L. Randoin und R. Le 
Bull. Soc. de Chim. Biol. 11, 745, 1929. 
8 Euler, Brunius u. Proffe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1 


4 


48, 202, 1925 
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(arin bedeuten a die Garungsgeschwindigkeit, g das zugesetzte Aktivator- 
volumen, ¢ das Trockengewicht der Aktivatorlésung in mg/cem, k und L 
honstanten. 

In einem gewissen Bereich verlauft namlich die Kurve log gq und 
com CO, Stunde geradlinig. 

Die Grenzen dieses Bereichs gehen aus der Abb. 1 hervor. 

Die Halbaktivierung (,,H.A.‘‘) wurde graphisch aus einer Akti- 
vierungskurve ermittelt. Da diese Kurve aber in ihrem ganzen Verlauf 
gekriimmt ist, liegt eine gewisse Unsicherheit in der Ermittlung dieses 
Vertes. Nun verléiuft die Aktivierungskurve teilweise logarithmisch 
und deshalb ist es méglich, die Aktivitat mit gréBerer Sicherheit zu 
bestimmen, da eine gerade Linie genauer festgestellt werden kann. 
Handelt es sich um die Berechnung reinerer Priparate, so bietet diese 
letztere Methode gewisse Vorteile. 

In Abb. 2 findet man die Linien, welche fiir Hefenextrakt, Mohr- 
riiben und Eigelb gelten; die entsprechenden Versuchsdaten findet 
man in der Tabelle des IT. Abschnittes. 





cem CO,/Std. mit cem Z2 
Z--Lisung 
0.2 O5 1.0 


Aus Hefenextrakt . . . 8s 4 5S 6.1 
: 5.8 6,0 

= ; ; 30% : 5.4 6.0 

Heen 1:10 ... : 3: 3.0 3.4 


Auch fiir die Eigenaktivitat der Z,-Lésungen scheint obige logarith- 
mische Beziehung zu gelten. In der folgenden Tabelle geben wir die 
Gairungsgeschwindigkeiten fiir einige solche Lésungen wieder. Fir Z, 
aus Harn sind die Volumina 0,01, 0,02 usw. angewandt worden, da diese 
Z,-Lésung schneller zur Maximalaktivierung fiihrt als Z, aus Hefe (siche 
Abschnitt 3). 

Die Anwendbarkeit dieser Methode beschrankt sich indessen nicht 
auf die Messung des gesamten Z-Effektes in der Lésung. Da die 
Z-Wirkung, wie friiher angegeben!, auf mehreren Faktoren beruht, ist 
es nicht ohne Wert, daB dieselbe auch fiir die Berechnung einer Kom- 
ponente bzw. ihres Reinheitsgrades verwendet werden kann. Es zeigt 
sich, daB die Formel auch gilt, wenn man eine konstante Menge Z, 


im Uberschu8 anwendet und verschiedene Mengen Z, zusetzt. Dabei 


muB k konstant sein, wenn es sich um den gleichen Z-Faktor handelt. 


1 Philipson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 193, 15, 19380; Euler u. Brunius, 
Sv. Brygg. Manadsbl. 48, 256, 1928. 
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Fir & ist aus den Versuchen der Wert 2,4 ermittelt worden. Die folge: 
Tabelle enthalt einige Beispiele; bei diesen Versuchen ist Z, aus H 
dargestellt worden. In jedem Garungsrohr befand sich 1 cem Z,-Lésuny 





cem CO, Std. mit cem Z, 


Z,-Priparat iber- 


schuhs 


Zn(OH),-Fallung aus Bier, 


1,5 mg/eem . 7,8 


Kin anderes Praparat, 
1,2 mg/eem 


Ba-Fallung aus dem Pr- 
parat, 0,38 mg/cem 


Aus Bier (Z, aus Hefe), 


38 mg/eem 8,55 | 9,0 


Bei der Aktivitatsberechnung fiir Z,-Lésungen wendet man auch 
Halbaktivierung an und erhalt diese daher als den halben Betrag de1 
von Z, verursachten Aktivierung = }, (Gargeschwindigkeit mit 
[Z, + Z,|-Gargeschwindigkeit mit Z,-Lésung). Fir Hefe Z, ist sie 
(aus obiger Tabelle zu entnehmen) also 7,9 und fiir Harn-Z, 5,3. 


II. Verteilung der Z-Faktoren im pflanzlichen und tierischen Material. 

Schon friiher wurden in einer Reihe von Tierextrakten hohe 
Z-Effekte nachgewiesen; der Faktorenkomplex kommt also in vielen 
tierischen Geweben vor. Unter Pflanzenorganen haben wir friiher nur 
Malzkeimlinge in starkerem Grade Z-aktiv gefunden. Diese Unter- 


suchung ist neuerdings ausgedehnt worden in Riicksicht auf den 
Faktor Y, welcher sich ebenfalls durch seine Warme- und Alkalistabilitit 


auszeichnet!. 


Das untersuchte Material ist in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. Die Extrakte der betreffenden Pflanzenteile wurden gewonnen, 
indem die mechanisch in der Fleischmiihle zerkleinerten Pflanzen- 
gewebe durch 30 bis 60 Minuten langes Kochen mit Wasser extrahiert 
wurden, worauf nach weiterer Zerkleinerung das Kochen wiederho!t 
wurde. Die beiden Extrakte wurden vereint und im Vakuum auf etwa 
ein Zehntel des urspriinglichen Volumens eingeengt. Das Eiereiweil 
wurde direkt untersucht und das Serum des Eidotters nach Koagu- 
lierung des EiweiBes durch Erhitzen. 

Die Tabelle zeigt, daB in Mohrriiben und WeiBkohl und in Zwiebe!n 
sehr bedeutende Mengen Z-Faktor vorkommen,; dieselben sind ve 


! Chick u. Coppina, Biochem. J. 24, 1764, 1930. 
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Trocken- Girungsgeschwindigkeit 
Extrakt gewicht in cem HA. 


in mg,cem in ng 
i | 


aw 


Mohrriiben Sushi 140 
Weibeeml. .... 140 
Portugies. Zwiebel . . 160 
OS eae 87 


gelb ee < foe we SS _— 
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0.16 
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gleichbar mit denjenigen in Hefenextrakt, obwohl dieser im allgemeinen 
viermal reiner ist als die ersteren Extrakte. 

Geringer erwiesen sich bei unseren Versuchen die Z-Mengen in den 
griinen Blaittern (Spinat) und im Serum des Eidotters; die Z-Gehalte 
dieser beiden Materialien diirften von der gleichen GréBenordnung sein. 
Dagegen hat das Eiereiweif keine Z-Wirkung. Der Extrakt von WeiBkohl 
ist etwa ebenso Z-haltig wie Harn, aber letzterer enthailt pro Gramm 
Trockengewicht etwa viermal gréBere Wirksamkeit. Aus den an- 
gegebenen Géarungsgeschwindigkeiten geht hervor, daB die Pflanzen- 
extrakte (auBer Spinat) sowie Harn etwa die gleiche Aktivierungskurve 
ergeben, welche sich indessen von derjenigen des Hefenextraktes etwas 
unterscheidet, indem die Aktivierung der letzteren etwas gréBer ist 
als die der ersteren; auch ist die maximale Aktivierung der letzteren 
Substanzen héher. Dies kommt auch bei den in der letzten Spalte 
aufgenommenen k-Werten der logarithmischen Kurve zum Vorschein. 

Es hat den Anschein, als ob man die untersuchten Substrate etwa 
in drei Gruppen einteilen kénnte: 

Ee ee ee eee ee rund 6 
2. Extrakt von Pflanzenteilen und Harn . . . k = etwa 4,3 
b. pees, Maeetter. . «sss ts we oo » Boe ped 395 

Dies kénnte darauf hindeuten, daB die Zusammensetzung des 
Z-Komplexes bei den verschiedenen untersuchten Materialien un- 
gleich ist. 

k ist natiirlich eine fiir die Faktoren charakteristische Konstante. 
Das Glied L‘der Formei S. 246 variiert von Versuch zu Versuch; seine 
Bedeutung ist bis jetzt noch nicht klar. 


III. Z-Wirkung im Harn. 
Beim Suchen nach geeignetem Ausgangsmaterial fiir Z-Dar- 
stellungen haben Evler und Brunius u. a. ermittelt, daB sich der 
Z-Gehalt des menschlichen Harns demjenigen von Hefenkochsaft 
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naihert. Nachdem nunmehr eine Fraktionierung der Z-Faktoren 
Hefenextrakt bis zu einem gewissen Grade durchgefiihrt ist, blieb ; 
untersuchen, ob die Z-Faktoren des Hefenextraktes und diejenigen aus 
anderem Material, wie z. B. Harn, miteinander tibereinstimmen. 





ecm CO, /Std. mit 


Z-Lésung : h HA. in 

O71 0,2 05 1.0 
Hefe, Dialysat. . 3.6 5.6 8.2 96 6.6 0.18 
Harn... . ‘ 4.0 53 Y 7.8 4.4 013 


Obige Tabelle zeigt, da Harn die Girung der lebenden Hefe in 
anderer Weise aktiviert als Hefenextrakt. Einerseits wird ein niedrigerer 
Maximalwert gefunden, namlich 7,8 gegeniiber 9,6 cem Stunde, 
andererseits ist die Aktivierung des Dialysats starker (die Kurve verliuft 
schneller; k ist gréBer). Es war zu vermuten, dab diese beide Verschieden- 
heiten mit der ungleichen Zusammensetzung des Z-Komplexes in 
Beziehung stehen. 


Aus Lésungen kann die Z,-Komponente mit gewissen Metall. 
hvdroxyden von Zn, Fe und Al ausgefallt werden. Diese Fallung kann 
im Hefenextrakt nur nach Vorbehandlung mit Blei- und Quecksilber- 
salzen vorgenommen werden. Auch im Harn haben Fe- und Al 
Hydroxyde keine Einwirkung auf die Aktivitaét, wenn man di 
Lésungen mit den Hydroxyden direkt behandelt, wie die folgenden 
Tabelle zeigt. 





eem CO, Std. mit eem Harn 


Z-Lisung 
Ol 0.2 O05 10 
Fe, adsorbiert. . . 3.9 6,2 7.4 7.8 
Al, adsorbiert . : 3,7 5,2 6.8 7.0 


Eine Adsorption durch diese Hydroxyde hat offenbar nicht statt 
gefunden. Lést man dagegen Zinksulfat im Harn (etwa 2 g/100 ccm 
und setzt Natronlauge bis zu py = 9,5 zu (ohne eine eventuelle Fallung 
zu entfernen), so zeigt sich, daB Zn(OH), einen Teil der Aktivitat 
entfernt hat. 





I eem © Q./Std. mit eem 
Z-Lasung , ' ‘ ns 
0.1 0,2 O05 10 


Harm ... ‘ae : 3,7 5,2 7.3 7.6 


Filtrat nach Zn(OH), . 3,4 3,8 3.9 3,9 
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Die Aktivitatserniedrigung betragt 3,7 bis 4,0 cem CO, pro Stunde. 


Zersetzt man dann die Adsorptionsverbindung mit H,S und 


ut diese Lésung dem Filtrat zu, so wird die urspriingliche Aktivitat 
wieder hergestellt. Man erhalt die in folgender Tabelle angegebenen 
Werte fir Kubikzentimeter CO, pro Stunde. 


Kubikzentimeter Z-Lésung . . . 0,1 
Filtrat + Faéllung ....... 3,6 


Die gleiche Wiederherstellung der Aktivitaét wird indessen auch 
mit einer aus Hefenpraparaten oder Bier hergestellten Z,-Lésung er- 
halten. Ferner hat die Auflésung der Zinkhydroxydfallung aus Harn 
lie Fahigkeit, in Z,-Lésung aus Hefenextrakt die urspriingliche Aktivitat 
wiederherzustellen. 

Hiermit diirfte bewiesen sein, dab Z, auch im Harn vorkommt. 
Bei Untersuchungen tiber den Z,-Faktcr kann man somit mit Vorteil 
dieses Zinkhydroxydfiltrat aus Harn als Standardlésung fiir Z, ver- 


wenden (,,Harn-Z,"*). 


IV. Ausfdllung der Z-Faktoren mit Hg (NO,)¢. 


Der Hefenkochsaft wurde mit zwei Raumteilen Wasser verdiinnt 
und nacheinander mit Zinksulfat, Baryt und Quecksilbersulfat gefallt. 
Diese Vorbehandlung nimmt etwas von dem Z-Effekt der Lésung weg, 
macht es aber méglich, das Priparat spater erheblich zu konzentrieren. 
AuBerdem wird das meiste derjenigen Substanzen entfernt, welche 
sonst mit Mercurinitrat gefallt wiirden. Das Praparat wird nun im 
Vakuum konzentriert bis auf ein Achtel seines Volumens. Quecksilber- 
nitrat wird hierauf zugesetzt. Es kommt dann vor, daB iiberhaupt keine 
Fallung eintritt. Dies scheint darauf zu beruhen, daB die Lésung allzu 
stark konzentriert ist, so da®B die Léslichkeitsprodukte der schwer- 
lslichen Quecksilberver bindungen auf Grund der geringen Dissoziation 
der ausfallbaren Substanzen nicht erreicht werden. Verdiinnt man 
namlich das Praparat mit etwa dem gleichen Volumen Wasser, so 
entsteht eine kraftige Fallung. Die Aziditat diirfte dabei eine geringe 
Rolle spielen. 

Der mit Quecksilbernitrat direkt erhaltene Niederschlag wird ab- 
zentrifugiert und hierauf mit Natronlauge versetzt, da die Lésung stark 
sauer ist. Bei der Neutralisation bis auf py = 4 fallt somit noch etwa 
ebensoviel Fallung aus wie mit dem Nitrat direkt. Die gesammelten 
Fallungen werden einmal init wenig Wasser gewaschen, das mit etwas 
Quecksilbernitrat versetzt ist, und dieses Waschwasser wird mit det 
Mutterlauge vereint. Das Quecksilber wird aus der Fallung und aus 
der Mutterlauge mit H,S entfernt. 
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Versuch 1. (Abb. 3.) 





Praparat teapot spenietmeitinnaves < 





O01 0,25 0.4 1.0 
Vorreinigung ae 3,4 5.5 6,7 8.0 
Hg-Filtrat . 2.0 3.6 4.8 5,3 
Hg-Fallung. . . . ; 22 3,25 4,25 5.5 
Hg-Fallung + Filtrat . . 3,7 5,7 6,7 —_ 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Aus der Lage der Garungskurven l48t sich berechnen, daf das 
Filtrat etwa 45°, und die Fallung etwa 35%, der urspriinglichen 
Aktivitaét enthalten; somit sind 20°, der urspriinglichen Aktivitat 
nicht wiedergefunden worden. 

Wir haben nun versucht, eine aus der ,,Hg-Fallung® erhaltene 
Lésung aufs neue mit Hg(NO;). + NaOH bis py 4,0 umzufallen, um 
zu erfahren, ob die Aktivitaét noch einmal in den Niederschlag tibergehe. 
Es zeigte sich aber, daB sie bei der Umfallung gréBtenteils verschwand. 
Ihre Wiederherstellungsfaihigkeit zusammen mit dem urspriinglichen 
,,Hg-Filtrat“‘ war aber praktisch unverindert. (Wir verzichten auf die 
Wiedergabe der einzelnen Versuchswerte und verweisen nur auf die 
graphische Darstellung in Abb. 4. Die beiden Hg-Fallungen sind mit | 
und IT bezeichnet.) Dies 1aBt sich vielleicht durch die Annahme erklaren, 
daB etwas von dem im ,,Filtrat’’ aktiven Teil bei der ersten Fallung 
mitgerissen wird, bei der Umfallung aber gr6Btenteils beseitigt worden ist 


Die naheliegende Vermutung, daB es sich um eine Ausfallung vom 
Faktor Z, handelt, konnte nicht bestatigt werden, weil Z,-Praparat bei 
Zusatz zu dem ,,Hg-Filtrat‘‘ wirkungslos ist und somit die ,,Fallung” 
nicht ersetzen kann. Nahme man eine Fraktionierung an, so lielie 
sich das Verschwinden der 20 Aktivitats-Prozente deuten. 
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Die Verteilung der Aktivitat auf Filtrat und Fallung kénnte an 

sich auf die zwei verschiedenen Z-Faktoren zuriickgefiihrt werden, fiir 

deren Existenz mehrere Tatsachen sprechen. Es kénnte sich, wie 

ebenfalls schon friiher betont wurde, auch um eine gréBere Anzahl 

von Substanzen mit Z-Wirkungen handeln; wir halten aber dies nicht 
wahrscheinlich. 


B. Wachstumsfaktoren. 

In einer vorhergehenden Untersuchung war bei der Kultur von 
Rhizopus tritici, Rhizopus nigricans und Aspergillus Wentii sowie 
Penicillium die Synthese eines auf Hefe wirksamen Zuwachsjaktors 
nachgewiesen worden. Im folgenden werden neue Versuche mit Peni- 
cillium angegeben. 

Methodik. 

Hinsichtlich der Zusammensetzung der Nahrlésung kénnen wir auf 
die vorhergehende Mitteilung! sowie auf die Originalmitteilung von 
Reader® verweisen. 


Die Wachstumsversuche wurden in Kolben von 100 ccm aus- 
gefiihrt, in welchen 20cem der Nahrlésung sowie ein abgemessenes 
Volumen der zu untersuchenden Lésung sterilisiert wurde. Hierauf 
wurde eine Suspension der Hefe mit einer sterilen Pipette eingeimpft, 
und zwar so viel, daB bei Oberhefe die eingefiihrte Zellenzahl etwa 
30000, bei Brauereihefe rund 60000 Zellen betrug. 


Versuche mit Penicillium, 


2.5 g Teeblatter wurden mit et wa 200 ccm heiBem Wasser extrahiert, 
in welchem 1°, Glucose aufgelést war. In diese Nahrlésung wurden 
Penicilliumkulturen eingeimpft. Nach 6 Tagen (Zimmertemperatur) 
war die Oberfliche von einer dicken Myceliumschicht bedeckt. Das 
Substrat wurde abgegossen, filtriert und _ sterilisiert. 





Brauereiunterhefe Brennereioberhefe 
Einimpfung 3000 pro ccm; Zeit 24 Std. Einimpfung 1500 pro cem; Zeit 24 Std 





Zuwachsfaktorlisung Zunahme Zuwachsfaktorlisung Zunahme 
0 Nicht bestimm- 0 
bare Menge 
10cem Tee, unbehandelt , 52 10ecem Tee, tinbehandelt 1200 
1,0cem Tée, bewachsen 1,.0cem Tee, bewachsen 
mit Penicillium 17 mit Penicillium 33 


1 Diese Zeitschr. 245, 421, 1932. 
2 Reader, Biochem. J. 21, 901, 1927. 
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Die erhaltenen Zahlen bestatigen zunachst das Ergebnis \ 
Copping, daB das Biosbediirfnis verschiedener Hefenrassen sehr unglei 
ist. Brennereioberhefe wachst allerdings auf Nahrlésungen allein 
besser als Brauereihefe (was wohl in den verschiedenen Kulturum 
stinden, an welche diese Hefen gew6hnt sind, bedingt ist); Brenner 
oberhefe reagiert aber auch bedeutend kraftiger aut den Zusatz vou 
Wachstumsfaktoren, z. B. aus Tee. Aus diesem Grunde empfieblt si 
Brennereihefe bei Untersuchungen von Wachstumswirkungen ve: 
schiedener Extrakte. 

Auf den Substratlésungen, auf welchen Penicillium gewachsen ist 
zeigt sich eine starke Abnahme der wachstumsférdernden Wirkung 
gegeniiber der urspriinglichen Lésung. Ob dies auf einem Verbrauch 
der aus dem Tee stammenden Wachstumsfaktoren beruht, oder aut 
einem toxischen Effekt, laBt sich bisher noch nicht entscheiden. 


Kultur auf synthetischer Nahrlésung. 

Die Schimmelpilzkulturen lieBen wir auf Nielsens Substrat wachsen 
und zwar teils frei auf der Flissigkeitsoberflaiche und teils auf 
eingelegtem Filtrierpapier. Bei den Hefenwachstumsversuchen 
wurden in beiden Fallen 5,0 cem von der betreffenden Substrat- 
losung verwendet. 





Art der Pilzziichtung Vermehrungsquotient 
Freie Flache .. . as 63 
Filtrierpapier. ..... 600 


Dies deutet darauf hin, daB Penicillium fahig ist, wenn auf syntheti- 
scher Nahrlésung kultiviert, den Zuwachsfaktor fiir Hefe zu syntheti- 
sieren, wie dies vorher mit Rhizopusarten festgestellt worden ist. Das 
Anbringen der Kulturen auf Filtrierpapier scheint diese Synthese 
wesentlich zu begiinstigen, was mit Nielsens Beobachtung betreffs det 
Synthese von ,,Rhizopin“ tibereinstimmt. 


Rhizopusarten. 

Wir erginzen hier unsere friiher mitgeteilten Versuche tiber die 
Synthese des BP-Faktors durch Rhizopusarten mit einer graphischen 
Darstellung in Abb. 5. Es geht daraus deutlicher hervor, daB eine 
direkte Proportionalitat zwischen BP-Menge und Vermehrungs 
quotient nach 24 Stunden besteht. 


Im Anschlu8 an die Zuwachsversuche haben wir auch in ein paat 
Fallen untersucht, inwieweit sich eine Z-Wirkung in den B P-Praparaten 


hy 


stellu 


au 


quotie 
um 3¢ 

D 
einen 

R 
einen, 
gab di 

E 
kleine 
ursach 
Lésun. 
Wert ¢ 
keit a 
wir eil 
B,-Pri 


1 
Folliku 
Zellenz 


9 1 


Siehe } 





Garungsaktivatoren Z und Wachstumsstoffe. 


hweisen laBt!. Die folgende Tabelle enthalt eine solche Zusammen- 
stellung. 
Zu der Tabelle ist folgendes zu bemerken: Die in Wasser ein- 
auchten Coleoptilspitzen von Hafer (Versuch 2 und 3) ergeben 
ch 24stiindigem Stehen in 6ccm Wasser einen Vermehrungs- 


rom W WAS tums tk tor Losung = 


Abb. 5. 


quotienten, welcher den in unserer friiheren Arbeit angegebenen noch 
um 30°, iibertrifft. 

Der entsprechende Versuch mit Coleoptilspitzen aus Gerste gab 
einen geringeren Effekt (Versuch 1). 

Rhizopusnahrlésung (synthetisch) enthalt nach dem Versuch 
einen, wenn auch nicht erheblichen Wachstumsfaktor (BP), dagegen 
gab die Lésung eine sehr geringe Z-Wirkung. 

Es ist dabei zu bemerken, daB schon die Nahrlésung selbst eine 
kleine aber ganz deutliche VergréRerung der Gargeschwindigkeit ver- 
ursacht, namlich von 1,3 bis 2,7 cem/Stunde. Die Zuwachsfaktor-haltige 
Lisung (Rhizopus nigricans ,,Kiel“‘; Versuch 5) steigert diesen letzten 
Wert aber nicht. Man muB «ilso diese Erh6hung der Garungsgesch windig- 
keit auf die Nahrsalze des Substrats zuriicktiihren. Indessen haben 
wir eine Steigerung der Garung auch mit dem friiher erwihnten, reinen 
B,-Praparat? erhalten, die mit 0,1 cem desselben ebenso groB ist wie 

1 In diesem Zusammenhang mag erwahnt werden, daB Zusatz von 
Follikulin (26 M.-E. zu 20cem Versuchsvolumen) keinen Zuwachs der 
Zellenzahl veranlaBte. GréBere Mengen sollen noch gepriift werden. 

2 Wir verdanken dasselbe Herrn Prof. Dr. F. Laquer, Elberfeld. 
Siehe hierzu die eingangs zitierte Mitteilung. 
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Zunahme Ver- Gisenee. 
N B P-l x Zellenzabl [ue Gérangs- | geschwin- | Garang 
cn p Evi Aeeng =Gheeed : (pro volumen digkeit = aktivier 
24 Std. Spitze) em/Std 
WS ek ck 1,0 1,3 

1 | 240 Coleoptilspitzen 

von Gerste, 24Std. 

in 6ceem Wasser 840 35 - — 
2 | 240 Coleoptilspitzen 

von Hafer, 24 Std. 

in 6cem Wasser 3250 13,5 
3 300 Coleoptilspitzen 

von Hater, 24 Std. 

in 6cem Wasser 8000 10,0 1,5 1,3 
4 Niahrsubstrat fiir 

Rhizopus-Arten . (< 10) 1,0 2,7 1,4 


5  Substrat nach Rhi- 
zopus nigricans 
, Kiel“ ae ee 700 1,0 2.9 +- 0,2 
Die Lésungen Nr. 3 und 5, welche erhebliche Mengen B P-Fakto: 
enthalten bzw. eine starke Zunahme der Zellenzahl bewirken, zeigen eine! 
sehr schwachen oder gar keinen Z-Effekt. 


die mit Rhizopuslésung erzeugte; Abb. 6 bzw. 7. Ob diese Erscheinung 
eine Z-Wirkung in dem Sinne ist, wie wir diese Bezeichnung im vorige: 
Abschnitt gebraucht haben, mag bis auf weiteres dahingestellt bleiben 
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Abb. 6. Abb. 7. 


Jedenfalls beruht dies nicht auf einer Zellenvermehrung. Durch Zahlung 
haben wir festgestellt, daB innerhalb der Versuchszeit (3 Stunden) keine 
VergréBerung der Zellenzah] stattfindet. 
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Quantitative Porphyrin-Bestimmung durch Lumineszenz- 
intensititsmessung mit dem Stufenphotometer. 


Von 
R. Fikentscher. 
(Aus der Universitéts-Frauenklinik, Halle a. 8.) 
(Eingegangen am 26, April 1932.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Methodik der Porphyrinbestimmung verdanken wir vor allem 
Hans Fischer und O. Schumm. 

Der Nachweis der natiirlichen Porphyrine im Harn und anderen Koérper- 
fliissigkeiten, im Kot und in festen organischen Substanzen wird wohl am 
haufigsten nach den Angaben dieser Autoren gefiihrt. Die Fischerschen 
Methoden erlauben es heute, Koproporphyrin auch in kleiner Menge im 
Urin festzustellen; sie sind nicht weniger fir die Porphyrinbestimmungen 
in festen Korperstoffen geeignet. Kammerer hat die Anw rdung der Fischer- 
schen Methodik bei den verschiedensten klinischen Un hungen emp- 
fohlen und die jeweiligen Modifikationen in der Techn‘: egeben. Fiir 
die Porphyrinanalyse im Blute wird zweckmaéBig nac) mans van den 
Bergh vorgegangen. 

Die genannten Verfahren dienen dem qualitative, Nachweis der 
Porphyrine. Da aber die natiirlichen Porphyrine sich schon physiolo- 
gischerweise — wenn auch nur in Spuren — in bestimmten Korper- 
organen und -fliissigkeiten finden, wird die Klinik mit dem Ausbau 
der Porphyrinuntersuchungen immer mehr die Notwendigkeit einer 
quantitativen Messung dieser Farbstoffkérper verspiiren. Dieses Be- 
diirfnis betonen auch Schreus und Carrié: ,,Die Tatsache, daB Porphyrin 
(Kopreporphyrin) in jedem Harn sich findet, laBt es faBt selbstverstand- 
lich erscheinen, daB lediglich Angaben iiber quantitative Verhaltnisse 
bzw. das Fehlen von Koproporphyrin einen Wert haben.“ 

Fiir eine quantitative Erfassung des Porphyrins mit den klassischen 
Methoden des Chemikers sind relativ groBe Mengen des Farbstoffs 
nétig; solche Mengen sind praktisch nur bei ,,Porphyrie‘‘-Erkrankungen, 
insbesondere bei der ,,kongenitalen Porphyrie*‘ zu erhalten. Anders 
verhalt es sich bei den physiologischen und klinischen Untersuchungen, 
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wenn es gilt, einen minimalen Gehalt an Porphyrin zu bestimmen. 7) 
seiner Identifizierung ist man hier allein auf die Spektralanalyse a 
gewiesen. Wie schwer eine genaue Bestimmung solcher kleinster Meng 
ist, zeigen z. B. die voneinander abweichenden Resultate, die O. Schun 
einerseits und Schreus und Carrié andererseits beim absorptionsspektro- 
skopischen Nachweis des Koproporphyrins im Harn bekamen.  's 
unterliegt aber wohl keinem Zweifel, daB gerade innerhalb dieser ¢ 
ringen Prophyrinquantitéten noch ganz erhebliche Unterschiede | 
stehen kénnen und daB den — wenn auch relativ kleinen — Schwan 
kungen des Porphyringehalts klinisch groBes Interesse zukommen 
muB. Schreus und Carrié weisen vom Gesichtspunkt des Dermatologen 
darauf hin: ,,Gerade bei diesen geringgradigen Steigerungen des Por. 
phyringehalts liegt aber das groBe klinische Interesse, weil anzunehmen 
ist, daB insbesondere viele Lichterkrankungen der Haut mit keine: 
oder geringer, vielleicht nur temporirer Steigerung in der Porphyrin- 
ausscheidung einhergehen.“* Die genannten Autoren haben deshalb 
auch ein Verfahren fiir den quantitativen Nachweis solcher kleine: 
Porphyrinmengen (Koproporphyrin) angestrebt und ein Vorgehen an- 
gegeben, welches wenigstens ,,Relativwerte’’ in der Messung geringe: 
Porphyrinschwankungen vermittelt. Die Verfasser glauben hiermit in 
den meisten Fallen auszukommen, ,,da es auf Kenntnis des absoluten 
Porphyringehaltes selbst selten ankommt* und da bei absoluten quanti- 
tativen Bestimmungen ,,erhebliche Schwierigkeiten bestehen und weitere 
umfangreiche Vorarbeiten geleistet werden miissen.“ 

Die mit dem Verfahren von Schreus und Carrié erhaltenen relative 
Werte kénnen wohl eine gewisse Ubersicht iiber Porphyrinschwankungen 
ergeben. Immerhin miissen selbst fiir diese nur groben Schatzungen 
bei dem genannten Vorgehen gewisse, von den Verfassern selbst auch 
angegebene Kautelen — Konstanz der Lichtquelle usw. — sehr genau 
beachtet werden, wenn die Werte einigermaBen Bedeutung haben sollen. 
Es erscheint vor allem aber die Bestimmung solcher kleiner Farbstoff- 
quantitaéten mit der Absorptionsspektroskopie nicht sehr zweckmiabig, 
da wir in der Lumineszenzanalyse ein Mittel haben, Porphyrin in viel 
geringerer, ja in allergeringster Konzentration nachzuweisen. Dic 
Eigenschaft der Porphyrine, im ultravioletten Licht zu fluoreszieren, 
erméglicht bekanntlich eine. exakte Identifizierung an ihren charak- 
teristischen Emissionsbanden bestimmter Wellenlingen. (Diese Er- 
kenntnis verdanken wir vor allem den Arbeiten Dhérés und seiner 
Schule.) Die Lumineszenzanalyse eignet sich also besonders fiir klinische 
Untersuchungen zum Nachweis kleinster Porphyrinmengen, woraut 
unter anderen auch Hijmans van den Bergh und Kammerer hinweisen. 

Bei Arbeiten in der Universitats-Frauenklinik, Halle, haben wir 
mit der Lumineszenzanalyse noch ganz erhebliche Unterschiede de: 
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luoreszenzstirke des aus den verschiedensten Koérperfliissigkeiten 
xtrahierten Porphyrins feststellen kénnen, auch wenn absorptions- 
pektroskopisch kein sicherer Nachweis mehr gelang. Diese Beob- 
whtung machten wir bei vergleichenden Untersuchungen (haupt- 
achlich Koproporphyrinanalysen) im Harn von Gesunden und Kranken 
ind von Graviden, im Fruchtwasser, im Blutserum Eklamptischer usw. 
Die Ergebnisse sollen erst nach Sammlung gréBeren Materials ver- 
iffentlicht werden. Zuniachst galt es, diese Fluoreszenzunterschiede 
meBbar zu erfassen, ein Verfahren zur quantitativen Porphyrin- 
bestimmung durch Lumineszenzintensitaétsmessung auszuarbeiten. 

Im folgenden wird eine Methode angegeben, die es in der Klinik 
gestattet, auch an kleinen Untersuchungsmengen Koproporphyrin, 
selbst in geringer Konzentration, zu messen. 


A. Grundlagen der Methode. 


Bei dem Vorhaben, die aus den Untersuchungsfliissigkeiten extra- 
hierten Porphyrinlésungen (Koproporphyrinlésungen) fluorometrisch zu 
erfassen, muBten eine Reihe von Voraussetzungen erfiillt sein und 
Bedingungen gepriift werden, die fiir die praktische Durchfiihrbarkeit 
der geplanten MeBmethode entscheidend sind. Es gelten hier: einmal 
die physikalischen Bedingungen und GesetzmaBigkeiten, die fiir jedé 
fluorometrische Messung in Betracht gezogen werden miissen, zum 
anderen die besonderen Eigenschaften der speziellen Pntersuchungs- 
fliissigkeit, in unserem Falle also der Koproporphyrinlésung. 

Die aus den beiden Gesichtspunkten gewonnenen Erkenntnisse 
miissen fiir die Wahl der Apparatur und die spezielle Anordnung des 
yeplanten MeBverfahrens bestimmend sein. 


Ansiitze zur praktischen Anwendung fluorometrischer Messungen 
sind von einer Anzahl Autoren gemacht worden. Es sei hier vor allem die 
Arbeit von Linser genannt. Linser hat fiir die Erfassung der sehr intensiven 
Fluoreszenz vieler Pflanzenstoffe eine Methode angegeben, die als ultra- 
violette Lichtquelle eine Hanauer Analysenquarzlampe mit Ultraviolett- 
filter, als MeBinstrument das Kleinmannsche Nephelometer benutzt und 
relative Intensitatswerte vermittelt. Enneking machte vergleichend Lumines- 
zenzintensitatsmessungen mit dem Kolorimeter, dem Nephelometer und dem 
Stufenphotometer. Er kam dabei zu dem SchluB, daB fiir die Fluorometrie 
das Nephelometer am geeignetsten sei. Fiir Porphyrinuntersuchungen hat 
erstmalig Fink die Fluorometrie herangezogen. Er hat vergleichende, 
relative Messungen der Fluoreszenzstaérke der einzelnen Porphyrine bei 
verschiedenem px-Gehalt vorgenoramen. Die hierbei gewonnenen Werte 
der relativen Lichtintensititen zeigen sehr eindrucksvoll die fiir jedes einzelne 
Porphyrin charakteristische Abhangigkeit der Fluoreszenzstarke von der 
Wasserstoffionenkonzentration. Die Methode, bei der ebenfalls eine Hanauer 
Analysenquarzlampe als Lichtquelle, als MeBinstrument aber das Zeisssche 
Stufenphotometer dient, eignet sich gerade bei kleinen Versuchsmengen 
ausgezeichnet zur Identifizierung bzw. Unterscheidung der einzelnen Por- 


i7* 





260 R. Fikentscher : 


phyrine. Wir werden im folgenden, bei der Behandlung der oben aufgestellt 
Gesichtspunkte, auf die Verfahren dieser Autoren zum Teil noch zu sprech 
kommen. 

1. Bei jeder fluorometrischen Messung miissen 

a) vor allem bestimmte Beziehungen zwischen Fluoreszenzintensitui 
Konzentration und Schichtdicke der lumineszierenden Fliissigkeit beachtet 
werden. Diese Beziehungen seien nur kurz erlautert, einen tieferen 
Einblick vermitteln hier die Arbeiten Sauers (Zeiss-Werke), dem wi 
auch an dieser Stelle den Dank fiir seine wertvolle Mitarbeit bei de 
Priifung der physikalischen Voraussetzungen fiir unsere Methode aus 
sprechen. Die Fluoreszenzintensitat von bestimmter Wellenlang 


wird im allgemeinen proportional der Intensitat der fluoreszenz- 


erregenden Strahlung sein. Zur Vereinfachung unserer Betrachtungen 
nehmen wir weiterhin im folgenden an, daB die Intensitat der von jedem 
Elementarvolumen der Fliissigkeitsschicht ausgesandten Fluoreszenz- 
strahlung der Konzentration direkt proportional ist. Die gesamte zu 
Beobachtung gelangende Fluoreszenzintensitat wird aber nicht in jedem 
Falle proportional der Konzentration des fluoreszierenden Unte: 
suchungsstoffes sein. 


Setzt! man den einfachsten Fall voraus, daB die fluorometriseh zu e1 
fassende Substanz in Lésung farblos ist, daB ferner das LOsungsmittel selbst 
nicht fluoresziert und das einfallende fluoreszenzerregende Licht nicht 
absorbiert, so ist bei sehr kleinen Konzentrationen (oder Schichtdicken 
die beobachtete Fluoreszenzintensitat der Konzentration bzw. der Schicht 
dicke proportional *. Vergr6éBert man bei gleichbleibender Schichtdicke 
nur die Konzentration, so nimmt zunachst die Fluoreszenzintensitat i 
demselben Verhaltnuis wie die Konzentration zu. Bei einer Verdoppelung 
der Konzentration wird also auch die doppelte Fluoreszenzintensitat g¢ 
funden. Bei einer Steigerung der Konzentration tiber gewisse Grenzer 
hinaus steigt jedoch die Fluoreszenzintensitat nur in geringerem MaBe a: 
und erreicht allmahlich einen konstanten Grenzwert. Man spricht dann von 
einer ,,optischen Sattigung‘‘ der Lésung. Bei der weiteren Vergr6Berung 
der Konzentration einer bereits optisch gesiattigten Lésung nimmt zwat 
die Zahl der bei Bestrahlung fluoreszicrenden Elementarteilchen weiterhi: 
zu, die beobachtete Fluoreszenzintensitaét andert sich jedoch nicht meh: 
Diese Erscheinung wird verursacht durch die allmahlich gréBer und gréSe1 
werdende Absorption des fluoreszenzerregenden ultravioletten Lichtes in 
dem der Lichtquelle zugekehrten Teil der Fliissigkeitsschicht. Bei seh: 
kleinent Konzentrationen ist die Absorption durch die fluoreszierende! 
Teilchen so klein, da® alle Teile der Fliissigkeitsschicht mit der gleiche 
Intensitat bestrahlt werden und daher auch gleich stark fluoreszieren. Bei 


1 Wir folgen hier zum groBen Teile auszugsweise den Erlauterunge: 
zu Fluoreszenzmessungen mit dem Pulfrich-Photometer (C. Zeiss, Jena 

2 Wir nehmen hierbei an, daB die Beobachtung, wie bei unseren Unter: 
suchungen, etwa in Richtung der Einstrahlung erfolgt. Die Ubertraguns 
der Betrachtungen auf andere Arten der Beobachtung ist in einfacher Wei- 
médglich. Es ergeben sich dann im Prinzip ahnliche Verhaltnisse. 
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arker zunehmender Konzentration nimmt die Absorption jedoch in dem 
aBe zu, daB schlieBlich ein merklicher Abfall der fluoreszenzerregenden 
strahlen in Richtung der Beleuchtung eintritt. Die der Lichtquelle ab- 
ewandten ‘eile der Fliissigkeitsschicht werden zunachst nur noch in 
ringerem MaBe bestrahlt und liefern daher auch nur kleinere Beitrage zu 
r im Instrument beobachteten (‘esamtintensitat. Bei Erreichung der 
itischen Sattigung werden die am Ende der F liissigkeitsséule (in Richtung 
er Beleuchtung gerechnet) gelegenen Fliissigkeitsschichten praktisch 
iberhaupt nicht mehr durch das fluoreszenzerregende Licht bestrahlt, so 
jaB sie auch keinen Beitrag mehr zu der beobachteten Fluoreszenzintensitat 
efern kénnen. 

Die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Konzentration 
wird durch die Kurvea (Abb. 1) dargestellt. Die Fluoreszenzintensitat 
fur den Grenzwert der optischen Sattigung ist 1 gesetzt. Die Kon- 
zentration ¢ 1 kommt einer Lésung zu, bei der der sogenannte Extink- 
tionskoeffizient (4) fii die fluoreszenzerregende ultraviolette Strahlung 
gerade gleich 1 ist. Man ersieht aus 
der Abb. | ohne weiteres, daB bei sehr 
klemen Konzentrationen die Fluo- 
reszenzintensitat proportional mit der 
Konzentration zunimmt (linearer An- 
stieg unter 45°). Bei héheren Konzen- 
trationen erfolgt der Anstieg lang- 
samer, bis schlieBlich bei weiterer Ver- 
groBerung optische Sattigung eintritt eo = 
und damit ein von der Konzentration Konzentration  Sctchh ite/ 
unabhangiger konstanterGrenzwert fii Abb. 1. 
die Fluoreszenz erreicht wird. Genau 
das gleiche Bild ergibt sich, wenn man bei gleichbleibender Konzentra- 
tion die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Schichtdicke 
hetrachtet. Die Kurve a der Abb. | stellt ebenfalls den Verlauf der Intensitat 
in Abhangigkeit von der Schichtdicke dar, wenn man sich an der Abszisse 
nicht die Konzentrationen, sondern die Schichtdicken aufgetragen denkt. 

Wir betrachten nun eine fluoreszierende Lésung, die gefarbt ist. Es 
bleibt dabei fiw unseren Aufgabenbereich im wesentlichen gleich, ob die 
Farbung (Absorption) durch die fluoreszierende Substanz oder durch das 
Lésungsmittel hervorgerufen wird. Bei einer derartigen Lésung wird das 
sichtbare Fluoreszenzlicht beim Durchgang durch die F liissigkeitsschicht 
ebenfalls absorbiert. Fiiw die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von 
der Konzentration bzw. Schichtdicke ergibt sich zunachst der gleiche 
Verlauf wie bei einer farblosen Fliissigkeit. Bei sehr groBen Verdiinnungen 
nimmt die Intensitat proportional mit der Konzentration (Schichtdicke) 
zu, bei weiterer Vergr6Berung der Konzentration bzw. Schichtdicke wird 
die Zunahme nach und nach kleiner. ‘berschreitet man schlieBlich eine 
Grenze, die wir als ..kritische Konzentration** (bzw. Schichtdicke) bezeichnen, 


so nimmt die zur Beobachtung gelangende Fluoreszenzintensitat zuerst 
langsam, dann immer rascher ab. Ware die Absorption fiir das beobachtete 
sichtbare Fluoreszenzlicht verschwindend gering (farblose Fliissigkeit), so 
muBte die Fluoreszenzintensitaét bei Erreichung der optischen Sattigung 
konstant bleiben. Die nach Erreichung eines maximalen Wertes zu beob- 
achtende Abnahme der Intensitaét bei weiter zunehmender Konzentration 
Schichtdicke) wird dadurch bewirkt. daB mit der Konzentration auch die 
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Absorption des Fluoreszenzlichtes rasch gréBer und gréBer wird. D 

Verlauf der Fluoreszenzintensitaét in Abhangigkeit von der Konzentrati: 

und Schichtdicke ist fir diesen Fall in der Kurve 6 der Abb. | dargestel|t 
Fs ist dabei angenommen, da die Lichtextinktion fiir das beobachtet 
sichtbare Fluoreszenzlicht stets ein Zehntel der Extinktion des fluoreszen: 
erregenden ultravioletten Lichtes betraigt. Hinsichtlich der Abhangigkeit 
von der Schichtdicke (bei gleichbleibender Konzentration) entspricht 
Verlauf ebenfalls dem der geschilderten Kurve b. 

Die beobachtete Fluoreszenzintensitaét ist also nur bei kleinen 
Konzentrationen (Schichtdicken) der Konzentration (Schichtdick: 
proportional. Die Durchfiihrbarkeit fluorometrischer Konzentrations 
bestimmungen ist jedoch grundsitzlich nicht an Proportionalitaét zu 
der Konzentration der Untersuchungsfliissigkeit (/inearer Zusammen 
hang zwischen Streuintensitét und Konzentration) gebunden, da stets 
der Gehalt der Untersuchungslésung auf einer empirisch aufgestellten 
EKichkurve abgelesen werden kann. 

b) Ferner muB beriicksichtigt werden, daB die Temperaturunte: 
schiede auf die Fluoreszenzintensitaten unter Umstainden ganz erhelb 
lichen Einflu8 haben. Versuche Dr. Savers in Jena haben einwandfreie 
starke z. T. reversible Verinderungen der Lumineszenzstarke fester und 
fliissiger Stoffe bei Temperatursteigerungen (bzw. Minderungen) ergeben 

ce) schlieBlich kénnen die physikalisch-chemischen Eigenschaften des 
Lésungsmittels einen sehr erheblichen EinfluB auf die Art und die 
Intensitét der Fluoreszenz haben. 

2. Fiir die speziellen fluorometrischen Messungen unserer (Kopro-) 
Porphyrinlésungen erweisen sich die aufgefiihrten Voraussetzungen und 
Bedingungen in keinem Falle hindernd, sie fallen zum Teil iiber 
haupt weg. 

a) Wie wir eingangs der Arbeit betont haben, sollen mit der Method« 
vor allem die geringen, oft minimalen Porphyrinkonzentrationen 
meBbar erfaBt werden. Hinsichtlich der Beziehungen zwischen Flwor- 
eszenzintensitat und Konzentration wird sich also nach dem oben Gesagten 
zumeist der einfachste Fall ergeben: der lineare Zusammenhang. at 
sichlich fallen auch in der weit iiberwiegenden Zahl der Fille die Wert: 
unserer Koproporphyrinlésungen, die aus den verschiedensten Unter 
suchungsflissigkeiten gewonnen waren — selbst bei Fluorometrie in 
gréBerer Schichtdicke (10 mm Glaskiivetten) —, in den Bereich des 
linearen Anstiegs, wie ihn z. B. Abb. 2 zeigt. 

Hier ist die durch das ultraviolette Licht einer Hanauer Analyse 
Quarzlampe erregte Fluoreszenzintensitaét einer Koproporphyrin-Salz 
siurelésung — bei jeweils um 10°, differierender Farbstoffkonzentration 
gemessen. (Sehr viele der bei klinischen Untersuchungen nach unseren 
Vorgehen dargestellten. in 5°, iger Salzsiure gelésten Koproporphyrii 
konzentrationen liegen innerhalb der in Abb. 2 aufgefiihrten Konzentrations 
breiten.) 
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Messungen hoéherer Porphyrinkonzentrationen, bei denen die 
Proportionalitat mit der Lumineszenzintensitat nicht mehr gegeben ist, 
bieten aber ebenfalls keine Schwierigkeiten. Man kann einmal (1.) die 
stirker konzentrierten Porphyrinlésungen soweit verdiinnen, daB die 
Lumineszenzintensitaten im Bereich des linearen Anstiegs liegen. Die 
erhaltenen MeBwerte miissen dann auf die urspriingliche Konzentration 
umgerechnet werden. Ferner (2.) besteht die Méglichkeit, in der Schicht- 
dicke zu.wechseln. Wird mit dem Stufenphotometer gemessen, so kann 
man die Verwendung zu groBer Schichtdicken leicht beim Einblick 
in die Kiivette von oben her erkennen. Besteht ein Abfall der Fluor- 
eszenzintensitat in Richtung der erregenden Strahlen (s. oben), so soll 
ein Kiivette kleinerer Schichtdicke verwendet werden. Die Wahl der 
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GOS GO45 OY GOR5 B03 GAAS O02 G015 G07 B005 0 1K 50 
mg % Koproporphyrin in § % HCt-Losung Porphyringehall der £2. 
Abb. 2. Abb. 3. 

Die Lichtemission einer Koproporphyrin (Der Porphyringehalt der Lisung, welche 

5° 9 HCl-Lésung im U-V-Licht. die Intensititswerte 94 resp. 87 bei der 
Intensitétsmessung mit dem Pulfrichschen Messung liefert, ist willkiirlich mit 100 

Stufenphotometer. angenommen.) 
Benutzte Schichtdicke 10 mm. 


richtigen Schichtdicke wird am sichersten daran erkannt, daB die Messungen 
der zu untersuchenden fluoreszierenden Fliissigkeit mit einer Kiivette 


von der doppelten und der halben Schichtliange wiederholt werden. Im 


sereich des linearen Anstiegs muB dann fiir die Fluoreszenzintensitit 
der doppelte bzw. halbe Wert gefunden werden. Will man aber die durch 
Arbeiten mit kleineren Schichtlangen bedingte Abnahme der Lumines- 
zenzintensitat und die damit verbundene geringere MeBhelligkeit ver- 
meiden, so kann (3.) auch in gréBeren Schichtdicken die Konzentration 
aus empirisch ermittelten Eichkurven (s. oben) — ohne EinbuBe an 
Genauigkeit — entnommen werden. Es empfiehlt sich also auf jeden 
Fall die Anlegung einer exakten Eichkurve. Da alle drei Verfahren sehr 
einfach und in kiirzester Zeit ausfiihrbar sind, kénnen die Messungen 
starkerer Konzentrationen zunichst auf dem einen und dann zur 
Kontrolle auf einem der beiden anderen Wege vorgenommen werden. 
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Wir kénnen also mit dem Stufenphotometer geringe und starke P. 


phyrinkonzentrationen fluorometrisch erfassen. Die Messung kann au 


— entgegen der Ansicht von Enneking — auBerhalb der linearen Prop: 
tionen vorgenommen werden. 

Die Abb. 3 zeigt die Korrektionen des Fluoreszenzintensitatswert 
einer Koproporphyrinkonzentration, der nicht mehr innerhalb des linearen 
Anstiegs der Kurve fallt, durch Anderung der Schichtdicke. Sei 6.25 
12,5, 25, 50°, Porphyringehalt der Lésung ergibt sich bei gleichbleibend 
Schichtdicke = 10mm Kiivette ein linearer Anstieg. Bei 100°, P: 
phyringehalt fallt der in 10 mm Kiivettendicke gemessene Wert der Licht 
intensitaét = 87 nicht méhr in den linearen Bereich, wohl aber der be 
Gebrauch der 5 bzw. 2,5 mm Kiivettendicke errechnete Wert 94 (47.2 
bzw. 23,5. 4). 

b) Auch Porphyrine zeigen in ihrer Fluoreszenz eine Abhangigkeit 
von der 7'emperatur. MeBbare Anderungen der Intensitat sind aber 
anscheinend nur durch starkere bzw. linger einwirkende Temperatur- 
unterschiede bedingt. Bei unseren Messungen mit dem Stufenphoto- 
meter vor der Analysenquarzlampe (Hanauer Modell) konnten wit 
aber solche Veranderungen nicht feststellen. Die einzelnen Messungen 
beanspruchen héchstens den Zeitraum von Minuten, in welchen eine 
Warmeeinwirkung durch das erregende Licht und durch Warme- 
strahlung des Brenners und Lampengehauses nicht in Frage kommt 
GréBere Vorsicht hat nur bei langer dauernden Messungen (etwa Reihen- 
messungen) zu walten. Wir konnten allerdings auch nach einstiindiger 
Bestrahlungsdauer durch die Quarzlampe keine abweichenden Wert: 
von der urspriinglichen Fluoreszenzstirke im Stufenphotometer messen 
(Ein etwaiger, durch Warmeeinwirkung bedingter Fehler lat sich leicht 
durch fluorometrischen Vergleich der benutzten Standardlésung mit 
einer frischen erkennen). Andere, die Fluoreszenz veraindernde Ein- 
wirkungen durch das erregende Licht konnten wir ebenfalls nicht 
‘beobachten. 

c) Die Extraktion des Koproporphyrins aus verschiedenen Unter- 
suchungsflissigkeiten fiihren auch wir nach der Methodik Hans Fischers 
(vgl. B., Arbeitsvorschrift) aus. Fiir die fluorometrischen Untersuchungen 
ist das Porphyrin in eine genau titrierte Salzsiurelésung iibergefiihrt 
(Wir fanden eine 45°.ige Salzsdurelésung fiir unsere Messung am 
geeignetsten.) 

DaB die verschiedenen Lésungsmittel einen verschiedenen Einflui 
auf die Art der Fluoreszenz ein und desselben Porphyrins haben, wissen 
wir hauptsichlich aus den Untersuchungen Dhérés und seiner Schule 
Wie sehr aber vor allem die Lumineszenzintensitat von der Wassersto// 
zahl der Lésung abhiangig ist, zeigen die von Fink aufgestellten ,,py- 
Fluoreszenzkurven“ der einzelnen Porphyrine. Da alle unsere zu unte! 
suchenden Porphyrinkonzentrationen stets in dem genau _ gleichen 
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|osungsmittel von ganz bestimmter Saéiurekonzentration sich befinden, 
mussen diese Verhaltnisse bei unseren Messungen nicht weiter beriick- 
sichtigt werden. 

Das Lésungsmittel kann auch noch stérende Neben/luoreszenzen 
aufweisen. Wir haben in unseren Untersuchungen manchmal aller- 
dings ganz geringe -- blaugraue oder blaugriinliche Nebenfluoreszenzen 
beobachten kénnen. Da wir als Fluoreszenzstandard Lésungen be- 
kannter Konzentrationen der zu messenden Substanz (also des Kopro- 
porphyrins) verwenden (s. spater), ist die spektrale Zusammensetzung 
des Fluoreszenzlichtes der Untersuchungsfliissigkeit und des Standards 
im allgemeinen gleich. Die Einstellung auf gleiche Helligkeit in beiden 
Gesichtsfeldern des Stufenphotometers wird daher meist ohne Filter 
sich leicht erreichen lassen. Wir verwenden aber ein rotes Filter (,,L 1°‘) 
fiir unsere Messungen, um nur das rote Fluoreszenzlicht des Kopro- 
porphyrins im Gesichtsfeld zu haben und stérende Nebenfluoreszenzen 


méglichst auszuschalten. Das / 1-Filter erreicht auch diesen Zweck 
praktisch vollkommen. 


Betrachtet man Abb. 2, so erkennt man, da8 die Kurve nicht durch 
den Nullpunkt der Abszisse geht. Der Nullwert der Linie bedeutet: Hellig- 
keit bei Koproporphyrinkonzentration Null. Da immerhin auch noch 
die einfache Lésung ohne Koproporphyringehalt (durch Staub oder organi- 
sche Partikelchen) und ebenso die im Strahlengang liegenden, vom fluores- 
zenzerregenden Licht getroffenen Glasteile eine minimale Fluoreszenz aut- 
weisen, liegt dieser Punkt héher (in Abb. 2 bei 4) als der Nullpunkt des 
Systems. Es ergibt sich dadurch aber selbstverstandlich keine fehlerhafte 
Bestimmung des Porphyrinwertes, da nur unter Anwendung einer bei der 
gleichen Anordnung hergestellten Eichkurve gearbeitet wird. 


Vergleichslésung fiir die fluorometrische Messung der Koproporph yrin-Salz- 
sdurelésungen. (Fluoreszenzstandard. ) 

Fir die Fluorometrie wird am besten sich ein Standard eignen, der 
folgenden Forderungen geniigt: 

1. Das Fluoreszenzlicht des Standards soll die gleiche spektrale Zu- 
sammensetzung aufweisen, wie das Fluoreszenzlicht des Untersuchungs- 
stoffes. 

2. Der Standard soll sich nicht’ unter dem Einflu8 der Bestrahlung 
andern. 

3. Der Standard soll méglichst haltbar sein. 

Der Standard soll leicht herzustellen sein. 

Wir wdlhlten als Vergleichslésung eine Lésung bekannter Konzentration 

° ige HCI-Lésung mit bestimmtem 


des zu untersuchenden Stoffes, also eine 5 
Porphyringehalt. 

Damit ist von vornherein die Forderung | erfillt. Ebenso geniigt 
nach dem oben Angefiihrten (S. 264) die Lésung der zweiten Bedingung. 
Priifungen der Haltbarkeit unserer Vergleichsl6sungen ergaben, dah 
innerhalb eines Zeitraums von mindestens 6 Wochen Anderungen in 
der Lumineszenzintensitat der angefertigten Stammlésung wie der aus ihi 














266 R. Fikentscher : 


hergestellten Verdiinnungen fluorometrisch nicht festzustellen war: 
Voraussetzung hierfiir ist selbstverstandlich eine exakte Herstellung en: 
sprechend der nachstehenden Vorschrift und ein Aufbewahren der Stam: 
losung an dunklem und kiihlem Ort. Wir empfehlen aber zur Sicherh: 
schon nach etwa 4 Wochen einen frischen Standard zu bereiten, zun 
dieser auch der aufgestellten Forderung 4 geniigt, d.h. einfach herzu- 
stellen ist. 

Herstellung des Fluoreszenzstandards: Die auf der Mikrowage ei: 
gewogene Menge Koproporphyrin! wird, damit eine quantitative Lésung 
erfolgt, zunachst in konzentrierte Salzsiure gebracht. Nach vollstandige: 
Auflésung des Farbstoffs wird die HCl mit Aqua dest. bis auf eine 5”, ive 
HCl-Lésung verdiinnt. (Es wird vorher, am besten durch Titration, e1 
rechnet, welche Mengen konzentrierter HCl bzw. Aqua dest. verwandt 
werden miissen, um eine 5°,ige HCl-Lésung zu erhalten.) Man kann auc! 
den Koproporphyrin-Tetramethylester fiw die Herstellung des Standards 
verwenden. Man lést die Einwage in konzentrierter Salzsiure. Nach etwa 
1 Stunde ist die Verseifung vollstaindig. Der Koproporphyrinesterwert 
muB auf den des freien Koproporphyrins umgerechnet werden. (Das Mole- 
kulargewicht von freiem Koproporphyrin ist 654,33, das des Koproesters 
710,39. Eine Einwage von smg Koprotetramethylester entspricht also 

654,33 
*” 710,39 

Wir empfehlen im allgemeinen nicht héher als 1 mg-°\ige Stamm- 
lésungen fiir den Fluoreszenzstandard herzustellen. Bei héher kon- 
zentrierten Stammlésungen besteht die Méglichkeit, daB das Kopro- 
porphyrin als Chlorhydrat zur Abscheidung kommt. Eine Haltbarkeit 
von 4 Wochen besteht in diesem Falle also nicht mit Sicherheit. Aus 
den Stammlésungen werden dann die Vergleichslésungen fiir die fluoro- 
metrische Messung durch Verdiinnen — immer mit der genau 5°, igen 
HCl-Lésung — gewonnen. 

Fiir die meisten unserer Untersuchungen eigneten sich Vergleichs- 
lésungen mit nur 0.0375, 0,05 oder auch 0,075 mg-°,, Farbstoffkonzentration 

‘(vgl. S. 262) sehr gut. 

Wir benutzen also fiir unsere Messung eine Hanauer Anal ysenquar:- 
lampe mit Schwarz-Uviolfilter als fluoreszenzerregende Lichtquelle, das 
Zeiss sche Stufen photometer fiir die quantitative Erfassung der Lumineszen:- 
intensitét der Koproporphyrin-Salzsdurelésung, wobei eine gleich star) 
konzentrierte Salzsdurelésung von bekanntem Porphyringehalt als Standard 
dient. 

Die verwendete Apparatur hat sich als durchaus brauchbar er- 
wiesen. Messungen von Lésungen mit unbekanntem Porphyringehalt 
ergaben eine Genauigkeit bis in die zweite Dezimalstelle von Milligramm- 
prozent Koproporphyrin. Solche Wertmessungen diirften also in ihre: 
Genauigkeit den klinischen Bediirfnissen vollauf geniigen. 


mg freiem Koproporphyrin). 


1 Wir verdanken die fiir unsere Versuche benétigten Porphyrinmenge! 
wiederum der Liebenswiirdigkeit Hans Fischers. 
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Eine Apparatur, wie sie Linser (s.oben) zu fluorometrischen 
Messungen angibt, ware fiir uns von vornherein nicht so sehr in Frage 
gekommen, da bei dieser Anordnung ein weiter Abstand von der Licht- 
quelle besteht, der bei der Messung der starken Lumineszenz der von 
Linser untersuchten Pflanzenstoffe nicht stérend wirkt, der aber fiir 
die lichtschwacheren Porphyrinfluoreszenzen wenig vorteilhaft sich 
auswirken diirfte. 


B. Arbeitsverschrift zum Koproporphyrinnachweis (in Fliissigkeiten) mit 
anschlieBender quantitativer Koproporphyrinbestimmung. 


Zu einem bestimmten Teil der zu untersuchenden Fliissigkeit! gibt 
man ein Fiinftel des Volumens Ejisessig. Nach kurzer Durchmischung 
schiittelt man drei oder mehrere Male mit je 50 bis 100 cem Ather aus. 
Die vereinigten Atherausziige werden mit Aqua dest. so lange gewaschen, 
bis das Waschwasser blaues Lackmuspapier nicht mehr rétet. (Es ist wohl 
moglich, da8 mit dem Auswaschen der essigsauren Atherlésungen Spuren 
von Porphyrin in das destillierte Wasser iibergehen. Diese Menge ist aber 
fir die Analyse praktisch anscheinend nicht in Betracht zu ziehen. Wir 
priiften das gesamte Waschwasser daraufhin und konnten auch nach 
entsprechendem Einengen — Koproporphyrin fluoreszenzspektroskopisch 
nicht nachweisen.) Dem séurefreien Atherauszug fiigt man einige Kubik- 
zentimeter 5°.ige Salzséure zu, schiittelt gut durch und la®t die Salzsaure, 
in welche jetzt das Koproporphyrin iibergegangen ist, sich absetzen. 
Die Salzsiure-Porphyrinlésung bringt man quantitativ in ein hierzu ge- 
eignetes MeBk6lbchen?®, schiittelt den Ather nochmals mit wenigen Kubik- 
zentimetern Salzséiure aus und bringt diese ebenfalls quantitativ in den 
Me8kolben. Durch Erhitzen im Wasserbad auf etwa 60° entfernt man 
am besten mit Hilfe einer ins Kélbchen gefiihrten Siedekapillare die 
geringen Atherreste, die noch in der Salzsiure enthalten sind. (Es bleiben 
beim Ausschiitteln des Atherauszuges mit Salzsiure immer Spuren von 
Ather in der Salzsaure gelést. Die Salzséurelésung enthalt also noch etwas 
Ather. Damit aber die aus der Untersuchungsfliissigkeit 
gewonnenen HCl-Koproporphyrinlésungen in der qualita- 
tiven Zusammensetzung vollig den atherfreien H Cl-Kopro- 
porphyrinlésungen des Standards entsprechen, werden diese 
kleinen Athermengen auf die angegebene Weise entfernt.) 
Man fillt mit 5°, iger Salzsiure bis zur Eichmarke im 
Me8k6lbchen auf, mischt* und miBt mittels der angegebenen 


1 Wir nahmen z. B. 20 bis 100cem Serum, 30 oder 
100 cem Urin, 30 oder 100 cem Fruchtwasser als Ausgangs- 
mengen fiir unsere Bestimmungen. 

2 Wir benutzten MeBk6élbchen, die etwa dem in Abb. 4 
gezeichneten MeBkélbchen entsprechen. Das MeBkélbchen 
taBt 7 cem Koproporphyrin-H Cl-Lésung bis zur Eichmarke, 
die sich — wegen der erhéhten Genauigkeit am engen Abb. 4 
Hals betindet. 

® Beim Uberfiihren des Koproporphyrins in die HCl-Lésung fiihren 
wir die einzelnen Phasen meist folgendermaBen durch: Zum saurefreien 
Ather gibt man zunachst 2 cem 5° ,ige Salzsaure. schiittelt gut durch, labt 
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optischen Apparatur den Koproporphyringehalt dieser Salzsiurelésung 
dem bekannten Koproporphyringehalt unserer Vergleichslésung. 

Die Herstellung der Stammlésung fiir den Standard und der fii 
Messungen geeigneten Vergleichslésungen ist im Teil A besprochen. 

Uber Einzelheiten in der praktischen Ausfiihrung der Messungen, 
besondere tiber die Aufstellung der Apparatur, die Einstellung auf glei 
Beleuchtung, die besondere Anordnung bei Beleuchtung in Richtung d 
Beobachtung, die Ablesung und Verwertung der MeBwerte (Mittelwert, 
gewonnen aus wiederholten Messungen, auch nach Seitenvertauschung «; 
Glaskiivetten; Kehrwerte), die Verwendung geeigneter Kiivettendi: 
(Schichtdicke) je nach Starke der Farbstoffkonzentration, die Ausarbeitwuny 
einer Eichkurve usw. unterrichtet soweit diese Gesichtspunkte nicht 
schon von uns besprochen wurden die Zeisssche Gebrauchsanweisuiy 
fir die Verwendung des Pulfrich-Photometers zu Fluoreszenzmessungen? 

Der bei der Messung der Koproporphyrinfluoreszenzintensitat erhalten 
Mittelwert fiir die Farbstoffkonzentration in der untersuchten Salzsdur 
lésung (!) ergibt dann bei der Umrechnung nach der Formel w.m/a de: 
Koproporphyringehalt der Ausgangsfliissigkeit (!) in Milligrammprozent 
(w bedeutet den Mittelwert der Koproporphyrinkonzentration in der Salz 
sdurelésung, m die Gesamtmenge der Salzséurel6sung im MeBk6lbchen 
a die Menge der Ausgangsuntersuchungsfliissigkeit). Beispiel: es wurden 
0,02 mg-°,, Koproporphyrin in der 5°,, HCl gemessen. Das MeBk6lbchen 


war bis zur 7ccm-Marke mit 5°,,iger HCl-Porphyrinlésung gefiillt. Das 


die HCl sich absetzen und bringt sie quantitativ ins MeBkélbchen, schiitte!t 
den Ather wieder mit 2cem 5” ,iger HCl nach und bringt diese ebenfalls 


quantitativ in den MeBkolben. Zum Nachspiilen, vor allem des Scheid: 
trichteransatzes, setzt man dem Ather nochmals 1 cem 5° ige HCl zu und 
vereinigt diese mit den ersten Salzséiureausziigen in dem MeBk6lbchen 


Nach Entfernen des Athers durch Erhitzen des Me8k6lbcheninhaltes i: 


Wasserbad spiilt man die Siedekapillare mit 5° iger HCl tiber dem Met 
kélbchen ab und fiillt schlieBlich mit 5° ,iger HCl bis zur Marke im K6!b- 
chen auf. 

2 Anmerkung bei der Korrektur. 1. Wir versuchten neuerdings auch 
"vergleichende Messungen gegen einen festen Fluoreszenzstandard. Die Firma 
Zeiss (Dr. Sauer) hat uns hierzu als festen Standard eine geeignete Far! 
glaskombination geliefert. Sie ist in vieler Hinsicht (spektrale Energie 
verteilung, Farbe des Fluoreszenzlichtes) unserem Untersuchungsstoff weit- 
gehend abnlich. Dieser feste Standard scheint sich wegen seiner Haltbarkeit 
und Unveranderlichkeit hauptsachlich fiir die Nachpriifung einer schon 
langere Zeit benutzten Porphyrimvergleichslésung zu bewaéhren. Unser 
Versuche sind noch nicht abgeschlossen. 

2. Bei neueren Untersuchungen hat sich uns wegen der einfachen 
Aufstellung der Apparatur und der leichteren Einstellung auf Gleichh: 
der Beleuchtung die MeBanordnung bei Beleuchtung in Richtung der Beo! 
achtung als vorteiJhaft erwiesen. Hierzu ist eine Filterkombination, be 
stehend aus einem Schwarzuviolglas und einer Ultraviolett durchlassige! 
Kiivette mit Kupfer-Sulfatlésung zwischen Quarzbrenner und der Kiivette 
‘mit Porphyrinlésung, sowie ein Euphosfilter zwischen der Porphyrinlésunz 
und dem Photometer erforderlich. Einzelheiten hieriiber siehe im Prospekt 
der Firma Zeiss. 
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0,02 .7 
30 
Der untersuchte Harn hat also einen Koproporphyringehalt von 0.0046 mg-° ,.. 


Porphyrin war aus 30cem Harn extrahiert worden. 0.004 66. 


Die beschriebene Methode erlaubt zum ersten Male, den Kopro- 
porphyringehalt in physiologischen und klinischen Untersuchungen 


quantitativ zu bestimmen. Sie gibt insbesondere auch AufschluB iiber 
geringgradige Steigerungen in der Konzentration, die bisher me bar 
nicht erfaBt werden konnten, die aber gerade fiir die Klinik von grobem 
Interesse sind. Fir die Bestimmung geniigen auch kleine Unter- 
suchungsmengen. Die Methode ist leicht und in kurzer Zeit ausfiihrbar. 
Sie vermittelt absolute quantitative Werte von einem schon hohen Grad 
der Genauigkeit. Im Prinzip werden sich quantitative Messungen von 
Loésungen anderer Porphyrine voraussichtlich in analoger Weise durch- 
fihren lassen. 
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Untersuchungen 
iiber den Chemismus der mitogenetischen Strahlung. 


I. Mitteilung: 


Oxydationsreaktionen als Quelle mitogenetischer Strahlung'. 


Von 
A. E. Braunstein und Anastasie Potozky. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Volkskommissariats fiir Gesundheits- 
wesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 3. April 1932.) 


Eine der wichtigsten und dringendsten Fragen, die mit der Ent- 
deckung der mitogenetischen Strahlung durch Gurwitsch auftauchten 
war die Frage nach den Quellen dieser Strahlung. Neben Unter. 
suchungen, die auf die Ermittlung der physikalischen Natur der 
mitogenetischen Strahlung, auf das Studium des Wesens und 
des Mechanismus ihrer biologischen Wirkung und auf die Entratselung 
der Bedeutung des Phinomens fiir die Vorginge der Zellteilung und 
Formbildung gerichtet waren, haben sich Gurwitsch und seine Mitarbeite: 
bereits sehr friih mit der Erforschung derjenigen Phasen des physiologi 
schen Zellgeschehens befaBt, denen diese eigenartige, von den _ver- 
schiedensten lebenden Zellen entsendete kurzwellige ultraviolette 
Strahlung von minimaler Intensitaét ihre Entstehung verdankt?. Die 
Analogie mit der sichtbaren Lumineszenz leuchtender Organisme: 
veranlaBte Gurwitsch zu Versuchen, in denen mitogenetisch strahlendes 
Material (Zwiebelsohlenbrei) nach dem Vorgehen von Dubois in zwei 
Fraktionen avfgeteilt wurde — eine thermolabile, fermentartige, clic 
der Luciferase Dubois’ entsprach, und eine thermostabile, dem Luciferin 


' Vorgetragen im Verein der Physiologen, Pharmakologen und Histo 
logen, Moskau, im Mai 1931. 

2 Betreffs der gesamten Literatur bis Ende 1931 verweisen wir au! 
die Monographie von <A.Gurwitsch, .,Die mitogenetische Strahlung”. 
J. Springer, 1932. Weitere Literaturangaben am Schlu8 der zweiten Mit 
teilung. 
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n Dubois entsprechende; vermischt man beide Fraktionen, so 
<ommt durch Einwirkung des Ferments auf das Substrat die Strahlung 

istande. In Anlehnung an Dubois nahm Gurwitsch an, daB es sich 
um die Wirkung eines Oxydationsferments, das er ,,Mitotase’ nennt, 

if eine oxydable Substanz — das ,,Mitotin‘’ — handle; der genauere 
Chemismus des Prozesses, speziell die Bedeutung des Sauerstoffs, 
wurde allerdings nicht untersucht. Spatere Arbeiten der Gurwitschschen 
Schule brachten weitere Anhaltspunkte fiir einen Zusammenhang 
zwischen biologischen Oxydationsvorgingen und dem Auftreten der 
mitogenetischen Strahlung, so z. B. die Befunde, daB die Strahlung 
in manchen Fallen durch Zusatz von Cyanid unterdriickt werden kann, 
da8 sie in narkotisierten Zellen ausbleibt, daB die Strahlung des Blutes 
durch Sattigung mit Kohlenséure aufgehoben wird, daB das mitogene- 
tische Aufleuchten bei der Furchung des befruchteten Seeigeleies 
veitlich mit der von Warburg entdeckten Oxydationssteigerung zu- 
sammenfallt. 

Daneben wurden jedoch zahlreiche Falle bekannt, in denen die 
Strahlung in keiner Beziehung zu Oxydationsvorgingen in der Zelle 
stand, sondern unzweideutig mit anderen biochemischen Umsetzungen 
zusammenhing; mit dem anaeroben Kohlenhydratabbau (Glykolyse, 
Garung) und mit dem autolytischen Zerfall von EiweiB (Proteolyse). 
Gegenwartig nimmt Gurwitsch drei selbstandige Gruppen von biochemi- 
schen Prozessen an, deren Bedeutung als Urheber mitogenetischer 
Strahlung gesichert ist: Oxydationsvorgainge (Zellatmung), Glykolyse 
und Proteolyse; es ist wohl méglich, daB mit dem Fortschritt unseres 
Wissens auch noch andere Quellen der Strahlung entdeckt werden 
kénnen!, Die Existenz von mehreren grundsatzlich verschieaenen 
Strahlungsquellen fand ihre Bestatigung darin, daB es gelang, auf dem 
Wege der biologischen Spektralanalyse die verschiedene Verteilung 
der Wellenlangen in der Strahlung bei Oxydation, Glykolyse und 
Proteolyse zu erweisen [iiber die Spektralanalyse der mitogenetischen 
Strahlung siehe Gurwitsch (1. c.), Kannegiesser (5)}. 

Von auBerordentlicher prinzipieller Wichtigkeit ist die Frage, ob 
die Aussendung der mitogenetischen Strahlung eine spezifische Leistung 
der lebenden Zelle ist, tiir welche Oxydationen, Glykolyse oder Proteolyse 
lediglich die aus stofflichen oder energetischen Griinden notwendige 
Voraussetzung sind, oder ob sie eine rein physikalische Begleiterscheinung 


' Einige solche Quellen sind inzwischen tatsachlich im Laboratorium 
von Gurwitsch aufgefunden worden (persénliche Mitteilung), so z. B. die 
Spaltung von Arginin durch Argihase und der enzymatische Abbau von 
Nucleinséure und von Lecithin. Eine weitere biologisch wichtige Strahlungs- 
quelle ist der Zerfall der Kreatinphosphorsaure (unver6ffentlichte Versuche 
von A. Braunstein und B. Severin). 
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der genannten chemischen Umsetzungen vorstellt, die nicht von de; 
Integritat der vitalen Eigenschaften der Zelle, von dem Lebensvorgang 
als solehem abhangt, einen Spezialfall von ultravioletter Chen. 


lumineszenz. Die zurzeit vorliegenden Befunde lassen die Entscheidiing 
zugunsten der zweiten Alternative fallen: speziell fiir die von Oxydations 
vorgingen herriihrende Strahlung steht fest, daB sie in zellfreien 
leblosen Systemen auftreten kann, so z. B. beim Zusatz von Oxyhimo- 
globinlésungen oder von Wasserstoffsuperoxyd zu Blutserum ode; 
Peptonlésung [Sorin (4)]. Daneben liegen einzelne Angaben vor iibe: 
mitogenetische Strahlung bei der Oxydation von organischen Sub. 
stanzen in kiinstlichen, nichtbiologischen Oxydationsmodellen, so bei 
der Oxydation von Oxalsiure am Warburgschen Kohlenmode|| 
[Siebert (7)], von Glucose durch Permanganat oder Methylenblau 
{[Magrou und Choucroun (6)|, oder in alkalischer Phosphatlésung 
[Siehert (7)}. 

Alle bisher untersuchten Fille der mitogenetischen Strahlung 
betrafer: komplizierte biologische Systeme oder kiinstliche Mischungen 
mit verwickeltem, zu mannigfaltigen Endprodukten fiihrendem und 
meist uniibersichtlichem Reaktionsablauf, die keinen AufschluB iibe: 
die fur das Auftreten der mitogenetischen Strahlung wesentlichen 
Phasen des chemischen Prozesses erméglichen. 

Es schien daher von wichtigem Interesse, in dieser Richtung 
einfache chemische Systeme mit wohldefiniertem Reaktionsablauf zu 
untersuchen. Wir richteten zuvorderst unsere Aufmerksamkeit au! 
die Reaktionen der Oxydation (bzw. Reduktion) anorganischer Ver- 
bindungen, in der Absicht, festzustellen, ob die mitogenetische Strahlung 
eine universelle Begleiterscheinung aller Oxydationsreduktionsvorgange 
ist, oder ein fiir bestimmte Typen oder Einzelfalle von Oxydatione: 
spezifisches Phinomen. 

Wenn wir das Phinomen der Stimulierung der Zellteilung durch dir 
ultraviolette Strahlung untersuchen, die bei solchen Reaktionen auftritt 
so sind wir natiirlich weit davon entfernt, diese Stimulierung ohne Vorbeha!t 
mit dem mitogenetischen Effekt zu identifizieren, der durch biologisch: 
Strahlungsquellen ausgelést wird, welche sich durch eigenartige, im kiinst 
lichen System nicht reproduzierbare Besonderheiten des Rhythmus. de! 
Intensitat, der Dispersitaét und der spektralen Zusammensetzung ihre: 
Strahlung kennzeichnen. Versuche an einfachen anorganischen Systemen. 
die eine ganz bestimmte materielle Grundlage des Phinomens der mito 
genetischen Strahlung aufdecken und ein genau definiertes Substrat fi 
dessen Entstehung anzugeben gestatten, erscheinen jedoch als unerlaBlihc 
Vorstufe fiir das Studium des Wesens der mitogenetischen Strahlung, ohn 
die wir uns nicht an die Aufkléarung von deren Zusammenhang mit de! 
komplizierteren chemischen Umsetzungen in der lebenden Zelle heranwaye! 
kénnen. Die nachstfolgende Aufgabe gilt der Untersuchung der Strahlung 
bei der enzymatischen Oxydation biclogisch wichtiger Substanzen und |!» 
der Atmung unversehrter Zellen. 
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Chemismus der mitogenetischen Strahlung. I. 


Es sei hier gleich vorweggenommen, daB die Ergebnisse unserer 
Versuche tiber die Oxydoreduktion in den verschiedensten anorganischen 
Systemen uns zu der Folgerung berechtigen, dap die als mitogenetische 
Strahlung bekannte, biologisch wirksame kurzwellige ultraviolette Chemo- 
lumineszenz von minimaler Intensitdt allem Anschein nach eine universelle 
Begleiterscheinung aller Oxydationsreaktionen ist, unabhangig von der 
chemischen Natur der reagierenden Substanzen, der Oxydations- 
affinitat oder -geschwindigkeit, der Warmeténung und der Beteiligung 
oder Nichtbeteiligung von freiem oder intramolekularem Sauerstoff. 
Jede Reaktion, die mit Anderung der Valenz bzw. des Ionisations- 
grades dieser oder jener daran beteiligten Atome oder Atomgruppen 
einhergeht (elektrodynamische Reaktionen), anders gesagt, jeder Oxy- 
dations- bzw. Reduktionsvorgang, ist anscheinend eine Quelle mito- 
genetisch wirksamer Strahlung?. 


In allen von uns untersuchten Fallen, wo keine Strahlung nach- 
gewiesen werden konnte, lieBen sich im Reaktionssystem Substanzen 
auffinden, deren Gegenwart den Austritt der Strahlung aus dem System 
durch ,,Léschung“‘ der Chemolumineszenz oder durch optische Ab- 
sorption der betreffenden Wellenlangen verhindert. 


Im Gegensatz hierzu haben wir bei Reaktionen, bei denen keine 
Anderung der Valenzen oder des elektrischen Ladungszustandes statt- 
findet (elektrostatische Reaktionen) — hydrolytische Dissoziationen, Aus- 
tauschreaktionen, Bildung von Neutralsalzen aus Séure und Base —, 
bisher in keinem Falle mitogenetische Strahlung beobachtet, auch 
nicht bei Reaktionen mit starker Warmeténung, wie die Neutralisation 
von starken Saéuren und Basen, oder mit starker Zuriickdrangung der 
elektrolytischen Dissoziation, wie z. B. im System: BaCl, + Hg,SO, 
= BaSO, + Hg,Ch. 

Die Ubereinstimmung zwischen der Strahlung der Oxydations- 
systeme und derjenigen biologischer Quellen wurde durch die Unter- 
suchung der spektralen Zusammensetzung der Strahlung bestatigt, 
iiber die in der nachstehenden zweiten Mitteilung berichtet wird. 


Die Strahlung einiger von uns untersuchter Systeme 


(HgCl, -+ SnCl,, K,Cr,0, + FeSO,) 


ist auch auf physikalischem Wege nachgewiesen worden durch die 
Herren G. M. Frank und 8S. F. Rodionow im Physikalisch-Technischen 
Institut in Leningrad, die in liebenswiirdiger Weise die Priifung mittels 


1 Spatere demniachst mitzuteilende Versuche mit elektrochemischer 
Methodik haben gezeigt, daB die eigentliche Quelle der mitogenetischen 
Strahlung die Reduktion ist. 
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des von ihnen konstruierten Photonen-Zahlrohres (3)* in unse;>; 
Gegenwart ausgefiihrt haben!'. 

Nach den physikalischen Messungen von Frank und Rodion: 
ergab sich fiir die Intensitat der Strahlung in den erwahnten System. 
die gleiche GréBenordnung wie fiir die Strahlung biologischer Sen 
(Muskeln). In unseren Versuchen mit Hefekulturen als Detektor \ 
hingegen die Strahlungsintensitat, nach den kurzen zur Erzielung des 
mitogenetischen Effekts erforderlichen Expositionszeiten zu urteilen, 
erheblich stirker als diejenige biologischer Strahlungsquellen. Dic 
Ursache dieser zunachst unbegreiflichen Diskrepanz lieB sich in de: 
Verschiedenheit der Belichtungsverhiltnisse bei beiden Versuchs- 
anordnungen auffinden: Die physikalischen Messungen von Fran/ 
und Rodionow wurden im Dunkelzimmer ausgefiihrt im Gegensatz 71 
unseren Versuchen mit biologischem Detektor, die bei gewéhnlichem 
Tageslicht erfolgten. Wir konnten denn auch tatsiachlich durch Ver- 
dunkelung des Reaktionsgemisches (Umhiillen mit schwarzem Papie: 
den mitogenetischen Effekt des Systems Kaliumbichromat + Ferro- 
sulfat auf den Hefedetektor merklich herabsetzen. Nach persénliche: 
Mitteilung von Herrn G. M. Frank gelingt es, unter Anwendung eines 
Quarzmonochromators und des Photonenzahlers direkt nachzuweisen, 
daB die ultraviolette Chemolumineszenz dieses Systems im  mito- 
genetisch wirksamen Bereich durch Belichtung mit sichtbarem Licht 
um ein Mehrfaches verstirkt werden kann. Es besteht wahrscheinlich 
ein Zusammenhang zwischen diesen Befunden und der wiederholt it 
der chemischen Literatur beschriebenen Beschleunigung mancher Oxyda- 
tionsreaktionen unter dem EinfluB von sichtbarem Licht. 

Die Intensitat der Strahlung biologischer Quellen (Hefezellen), 
sowie deren Empfindlichkeit gegeniiber dem mitogenetischen Reiz 
nimmt ebenfalls bei Belichtung mit sichtbarem Lichte zu, wie die 
Versuche von Potozky (8) gezeigt haben. 


Methodik. 


Der Nachweis des mitogenetischen Effektes wurde in unseren Ver- 
suchen mittels zweier paralleler Methoden durchgefiihrt. Es wurde einerseits 
die relative Sprossungsintensitat von Hefezellen (Art Nadsonia fulvescens) 
in Agarkulturen im Versuch und in der Kontrolle nach dem Verfahren 
von Baron (9) ermittelt (alle Praparate mit Chiffre versehen und ,,blind’ 
gezihlit). Andererseits wurde nach der unlangst von Potozky und Salkind (10) 
vorgeschlagenen Methode die Vermehrungsintensitét in fliissigen Hefe- 
kulturen (Saccharomyces ellipsoideus) auf Bierwiirze durch Abzaéhlung det 

* Ein ahnlicher Apparat wurde zur gleichen Zeit von Rajewsi (2 
zum physikalischen Nachweis der mitogenetischen Strahlung verwendet. 

1 Uber die Ergebnisse dieser Versuche werden Frank u. Rodionow in 
dieser Zeitschrift berichten. 
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soluten Individuenzahl] in der Thoma-Zeissschen Zihlkammer bestimmt. 
Abzahlung erfolgte nach vierstiindiger Inkubation der bestrahlten 

{ Kontrollproben im Thermostaten. In einem Teil der Versuche wurde 
ch 24 Stunden langem Wachstum eine weitere Abzéihlung vorgenommen. 


Der Induktionsversuch wird auf folgende Weise ausgefiihrt: Die 
Detektorkultur wird unter einem ReaktionsgefiB aufgestellt. das aus 
nem kleinen Glaszylinder mit durch Paraffin angekittetem Boden aus 
istallinischem, geschliffenem Quarz (1 mm dick) besteht; die Entfernung 
zwischen Quarzboden und Detektor betrigt etwa lem. Der Glaszylinder 
st hermetisch durch einen Gummistopfen geschlossen, durch dessen Bohrung 
die Spitze einer Biirette in das GefiB hineinragt. Der Zylinder wird mit 
| bis 5ceem (je nach der Expositionszeit) der einen an der Reaktion teil- 
nehmenden Fliissigkeit beschickt;: die zweite Reaktionskomponente wird 
aus der Birette hinzugetropft, wobei die AusfluBgeschwindigkeit mittels 
des Hahnes der Biirette derart reguliert wird, daB die wahrend det I. xposi- 
tionsdauer zuflieBende Menge ungefahr dem Inhalt des Zylinders aquivalent 
ist (mit Ausnahme der Versuche mit kiizerer Expositionszeit als | Minute, 
hei denen die AusfluBgeschwindigkeit etwa lcem pro 1 Minute betrug). 
Alle fir die Versuche verwendeten Lésungen enthielten die reagierenden 
Substanzen in dezinormaler Konzentration. Nach Ablauf der Expositions- 
zeit wurde der Detektor abgeschirmt und die Strahlungsquelle entfernt. 
Die neben dem Detektor aufgestellte Kontrollkultur blieb wihrend der 
ganzen Dauer des Versuchs abgeschirmt; in einem Teil der Versuche 
befand sich die Kontrollkultur unter einem ReaktionsgefaB mit !Glasboden, 
in welchem die gleiche Reaktion unter denselben Bedingungen angestellt 


wurde. 
Experimenteller Teil. 
Die von uns auf mitogenetische Strahlung untersuchten Oxydations- 
Reduktionssysteme kénnen nach den Versuchsergebnissen in folgende 


zwei Gruppen eingeteilt werden: 


A. Systeme, die positive mitogenetische Effekte ergeben haben. Zu 
dieser Gruppe gehéren folgende Reaktionen: 
1. Oxydation von Ferrosulfat durch Kaliumbichromat : 
K,Cr,0, + 6 FeSO, + 7 H,SO, 3 Fe.(SO,); K,SO, 
Cr,(SQ,);, + 7H,O. 
Oxydation von Hydroxylamin durch Ferrichlorid: 
4FeCl, + 2NH,.OH 4FeCl, + N,O + 4HCI + H,O. 
Oxydation von Zinnchloriw durch Ferrichlorid: 
2 FeCl, + SnCl, = 2 FeCl, + SnCl,. 
Oxydation von Zinnchloriir durch Sublimat: 
2HgCl, + SnCl, = Hg.Cl, + SnCl,. 
Oxydation von Ferrosulfat durch Salpetersiure : 
2 HNO, + 6 FeSO, + 3H,SO, = 3Fe,(SO,), + 2NO + 4H,0. 


Oxydation von Zinkstaub durch Salzséure: 


2HCl + Zn = ZnCl, + He. 
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7. Oxydation von Zinkstaub durch Kaliumchlorat : 
KCIO, + 3 Zn + 6KOH 3 Zn(OK), + 3H,O + KCl. 
§. Oxydation von Oxalat durch Kaliumpermanganat : 
2 KMnO, + 5K,C,0, + 8H,SO, = 6K,SO, + 2MnSoO, 
+ 8H,O + 10CO,. 


Zu derselben Gruppe gehéren auch folgende Systeme, in denen 
streng genommen keine Oxydation, sondern nur eine Reduktion erfolgt : 


9. Gegenseitige Reduktion von Permanganat und Wasserstoffsuperoxy ( 
2KMnO, + 5H,0, + 4H,SO, = 2KHSO, + 2MnSO, 
8H,O + 50,. 

10. Katalytische Reduktion von Wasserstoffsuperoxyd durch Platin- 

mohr: 
2H,0,(+ Pt) = 2H,O + O,(+ Pt). 

ll. Katalytische Reduktion von Wasserstoffsuperoxyd durch Blut- 

katalase (hiimolysiertes Kaninchenblut, Verdiinnung | : 4000): 
2 H,O,(+ Katalase) 2H,O + O,(+ Katalase). 

B. Systeme, mit denen keine positiven mitogenetischen Effekte er- 
halten wurden. Diese Gruppe umfaBt die folgenden chemischen Modelle, 
bei denen jeweils die Ursachen des Ausbleibens des positiven Induktions- 
effektes durch spezielle Versuche untersucht wurde: 

1. Oxydation von Thiosulfat durch Jod: 

Jo + 2 Na,S,O, = Na,S,O, + 2 NaJ. 

2. Oxydation von Kaliumjodid durch Wasserstoffsuperoxyd (in 
Gegenwart von Spuren Ferrosulfat) : 

H,0, + 2KJ + H,SO,(+ FeSO,) = J, + K,SO, + 2 H,O(+ FeSQO,). 

3. Oxydation von Hydroxylamin durch Kaliumferricyanid: 

K,Fe(CN), + 2NH,OH + 4 KOH = 4K,Fe(CN), + N,O + 5H,0. 

4. Oxydation von Natriumsulfit durch Arsenséure : 

H, AsO, + Na, SO, = H,AsO, + Na,SO,. 
5. Oxydation von arseniger Saéure durch Permanganat: 
2KMnO, + 5H,AsO, + 3H,SO, 5 H,AsO, + K,SO, + NnSO, 
+ 3H,0O. 
Versuchsergebnisse. 
A. 


Aus Griinden der Raumersparnis geben wir in tabellarischer 
Form die Mittelwerte aus einer Reihe von gut iibereinstimmenden 
Versuchen wieder (Tabelle I). 

Bei der Durchsicht der Tabelle fallt auf, daB der maximale Effekt 
bei den verschiedenen Oxydations-Reduktionssystemen sehr ungleich 
ist und bei sehr verschiedener Expositionsdauer erreicht wird. Wird 
die Exposition iiber die optimale Zeit hinaus verlangert, so nehmen 
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Tabelle I. 





i 


System und Zahl der Versuche 


Ky CrgO; + FeSO, 
(8 Versuche Agarkultur, 
10 ‘ flissige Kultur) 


2. FeCl, + NH,.OH.HCI 


(6 Versuche Agarkultur, 
10 ‘ fliissige Kultur) 


. FeCly + Sul, 


(10 Versuche Agarkultur, 
12 . fliissige Kultur) 


» Hg( ly oe Sn Cl, 
(10 Versuche Agarkultur, 
8 e fliissige Kultur) 


5. HNO, + FeSO, 


(6 Versuche Agarkultur, 
6 ‘ flissige Kultur) 


» HCL+ Zn 


(10 Versuche Agarkultur, 
10 ‘ fliissige Kultur) 


Mitogenetis« 


*her Effekt in 


(Mittelwerte) 


Agar- 


Exposition 
kulturen 


(Sprossungs- — 


intensitat) 


10 Sek. 
20 


208 
30 
40 , 
1 Min. 
a 


a 


Fliissige Kulturen 
(Vermehrungs- 
intensit&ét) 


24 Std 
bebriitet 


4 Std. 
bebriitet 


36 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Mitogenetischer Effekt in 
(Mittelwerte) 


Fliissige Kulture: 
(Vermebrungs 


System und Zahl der Versuche Exposition Agar- 
intensitat) 


kulturen 
(Sprossungs 
intensitat) 4 Std. 24 Std 
bebriitet bebriit 


7. KCLOs + Zn 30 Sek. + 2: - 20,5 
(6 Versuche Agarkultur, 1 Min. + 24! + 34,4 

6 _ flissige Kultur) w “ss 1. 2: |. 34 

26 


8. K MnO, + Ky Cg 0, 
(15 Versuche Agarkultur, 
6 i fliissige Kultur) 


9. Hy 0. + KMn0O, 15 Sek. 
(9 Versuche Agarkultur, 80 . 
13 - fliissige Kultur) 1 Min. 
3 


o 


10. H,O, [+ Pt] 5 Sek. + 2 + 23 
(15 Versuche Agarkultur, 10 

8 ‘ fliissige Kultur) rr. + i$ 52 

40 , 31 

1 Min. 35 

@ % 50 


11. Hy Og [+ Katalase | 5 Min. - +33; (+4) 
(5 Versuche fitissige Kultur) 7 - +41; (+7) 
3. +53: (+6) 


Eingeklammert () Kontrollversuche mit gekochter Blutlisung 


bei manchen Systemen die Effekte rasch ab und schlagen sogar um 
in negative Effekte der Hemmung der Zellteilung (Abnahme de: 
Sprossungsintensitat bzw. der absoluten Individuenzahl im Vergleic! 
zur Kontrolle). Bei einigen Systemen (Bichromat — Ferrochlori 
Sublimat + Zinnchloriir) tritt die Hemmung bereits bei unbedeutende: 
Uberschreitung der optimalen Expositionszeit ein, welche fiir diese 
Systeme sehr kurz ist. Die minimale effektive Expositionsschwel|: 
wurde in den vorliegenden Versuchen fiir keines der Oxydationssysten: 
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erreicht. Beachtenswert ist noch, daB bei Versuchen mit fliissigen 
Hefekulturen die zur Erzielung des maximalen Effektes erforderliche 
Inkubationszeit sehr oft bis zu einem gewissen Grade in umgekehrtem 
Verhaltnis steht zu der Dosis der Bestrahlung: der maximale Effekt 
tritt ceteris paribus um so friiher ein, je langer die Exposition dauert, 
und dementsprechend gleicht sich die Individuenzahl in Induktions- 
probe und Kontrolle bei langer dauernder Inkubation friiher aus; bei 
kiirzeren Expositionen wird hingegen der maximale Effekt erst nach 
lingerdauernder Bebriitung der Kulturen erzielt (Tabelle 1, Systeme 2 
ind 3). Es sei noch besonders hervorgehoben, daB die GréBe des Effektes 
in Prozenten keineswegs der Strahlungsintensitét proportional ist und 
nur in sehr beschrinktem MaBe fiir die Schatzung derselben verwertet 
werden kann; als relatives Ma der Intensitét kann nur die minimale 


und optimale Expositionszeit dienen. 


B. 

Es wurde bereits erwahnt, daB sich mit einigen Oxydations- 
systemen bei keiner Expositionszeit ein positiver mitogenetischer 
Effekt erzielen lie}. Wir begegneten diesem Sachverhalt zum ersten 
Male bei der Oxydation von Kaliumjodid durch Wasserstoffsuperoxyd 
(in Gegenwart von Fe’ als Katalysator) und bei der Reduktion von 
Jod durch Natriumthiosulfat (Tabelle II). 


Tabelle II. 





Effekt in ‘ 


System Exposition 
‘ f (Agarkulturen) 


KJ + H,0,+[FeSO,] . 15 Sek. — 6; 
30 nome ft 
1 Min. 

3 


“ 


 « 
30 Sek. 
1 Min. 
5 


10 | 


Das besondere, auf den ersten Blick unbegreifliche Verhalten dieser 
Systeme fand seine Erklarung in der allgemein bekannten Eigenschaft 
des Jods, ultraviolette Strahlen auBerordentlich stark zu absorbieren. 
Wenn man in einer Kammer mit doppeltem Quarzboden eine Oxy- 
dationsreaktion mit sichergestellter starker mitogenetischer Wirksa mkeit 
vor sich gehen ]4Bt und zwischen den Quarzplatten als auBeres Licht- 
filter eine Kapillarschicht von dezinormaler KJ-Lésung vorschaltet, 
so ergibt eine unter der Kammer aufgestellte Hefekultur ein negatives 
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Tabelle Ill. 





Lichtfilter Effekt in © 
— —— Exposition — 
ftuferes inneres Agarkultur Fliissige Kultu 


Strahlendes 
System 








H,0,[+ Pt]. . | Dest. Wasser 10 Sek. +28; +46 
(Kontrolle) 
dasselbe — 20 
n/10 KJ — 10 
oa n/lO KJ) 10 
— n/10 KJ |} 20 , 


K MnO, + Hg QO, | Dest. Wasser — 1 Min. 
(Kontrolle) 
dasselbe 3 
n/10 KJ 1 - +2; —8; +: 
n/10 KJ 3 - 14; +: 


Resultat. Desgleichen verschwindet die mitogenetische Wirksamkeit 
strahlender Systeme, wenn der Reaktionsmischung unmittelbar ein 
wenig dezinormaler K.J-Lésung als ,,inneres Lichtfilter* zugesetzt wird 
(Tabelle I, 111). In letzterem Falle kommt neben der rein optischen 
Absorption eine ,,Léschung* der Chemolumineszenz in Betracht, nach 
Art der fiir Kaliumjodid charakteristischen Léschung der Fluoreszenz 
durch St6Be zweiter Art (vgl. Jette und West (11), S. Wawilow (12). 


Genau ebenso konnte auch das negative Verhalten des Systems 
Hydroxylamin + Ferricyanid (im Gegensatz zum positiven von Hydro- 
xylamin +- Ferrichlorid) auf die optische Absorption der Strahlung 
durch das Ferricyanid zuriickgefiihrt werden. Arsensiure und arsenige 
Saure, deren Reduktion bzw. Oxydation sich gleichfalls als mitogenetisch 
unwirksam erwiesen, kénnen als auBeres Lichtfilter (Kapillarschicht 
dezinormaler Lésung) die Strahlung aktiver Quellen bedeutend ab- 
schwachen, aber nicht vollstandig absorbieren; werden sie einem 
strahlenden System als inneres Lichtfilter zugesetzt, so bewirken sic 
vollstandige ,,Léschung’ der Strahlung dieser Systeme (Tabelle IV 


und V). 
Tabelle IV. 





Effekt in °/, 


System Exposition Braye = 
: P (fliissige Kulturen) 


K,;Fe(CN)g+NH,OH.HCl..... 30 Sek. — 14; +2 
3 Min. +10; —6 
ws 2; +8 
H,;As0O,+Na,S8O,; ......... 2 Min. 
> 


KMnO, +H ,AsQ, ......5.- 30 Sek. 
1 Min. 


& ” 
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Tabelle V. 





Lichtfilter Effekt in 


Strahlendes . ‘ia 
Exposition 


System 


0 


duferes “ inneres (fliissige Kulturen) 


K MnO,-+ H,O, | Destill. Wasser 2 Min. + 42; 
(Kontrolle) 
n/10 Kg Fe(CN)¢ a 
K MnOQ,+ H,0,  Destill. Wasser 1 Min. 
(Kontrolle) 
dasselbe 
n/10 Hs AsOg 
dasselbe 
n/10 Hs AsO, 
dasselbe 


HyOo(+ Pt]. . — -- 20 Sek. 
= n/10 Hs AsO, 20 ” t 
-- n/lOH,AsO,) 20, — 14; 


Auf diese Weise konnten in allen Systemen, die ein negatives 
Resultat ergeben hatten, Substanzen nachgewiesen werden, die be- 
fahigt sind, eine etwaige Strahlung physikalisch zu absorbieren. Dieser 
Umstand veranlaBt uns zu der Annahme, daB sehr wahrscheinlich 
auch bei diesen wie bei allen anderen Oxydationen eine mitogenetisch 
wirksame Chemolumineszenz entsteht, daB letztere aber in diesem 
Falle noch innerhalb des Systems absorbiert oder ,,geléscht** wird und 
daher nach auBen unwirksam bleibt. 








Untersuchungen 
iiber den Chemismus der mitogenetischen Strahlung. 


Il. Mitteilung: 


Die mitogenetischen Spektra der Oxydationsreaktionen'. 


Von 
Anastasie Potozky. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Volkskomissariats fiir Gesundheits 
wesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 3. April 1932.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Voraussetzung fiir den Vergleich der in der vorangehenden 
Mitteilung beschriebenen, die Zellteilung stimulierenden Strahlung 
der Oxydationsreaktionen mit den mitogenetischen Strahlen von 
Gurwitsch war der Nachweis der Gleichheit ihrer spektralen Zu- 
sammensetzung. Aus diesem Grunde habe ich auf Veranlassung von 
Herrn Dr. A. £. Braunstein die ultraviolette Chemolumineszenz de: 
in der ersten Mitteilung besprochenen Oxydations-Reduktionsreaktionen 
anorganischer Substanzen nach optischer Zerlegung mittels eines Quarz- 
spektrographen der Spektralanalyse unterworfen. Zugleich dienten diese 
Versuche zur Orientierung tiber den Grad der Spezifitat des spektrale: 
Aufbaues der Strahlung von Oxydationsmodellen, sowohl gegeniibe: 
den Spektren anderer, nicht oxydativer Quellen der mitogenetischen 
Strahlung als beim Vergleich der Spektra einzelner Oxydationsreaktionen 
untereinander und mit biologischen Oxydationsprozessen. 

Bei der auBerordentlich geringen Intensitat dieser Chemoluminesze: 
war jede Moéglichkeit einer Anwendung der iiblichen Methoden der spekt: 
graphischen oder spektrophotometrischen Analyse von vornherein au 
geschlossen. Wir bedienten uns daher der Methode der biologischen Spektr: 
analyse mitogenetischer Strahlung, die zuerst von G.M.Frank (192% 
vorgeschlagen und neuerdings im Laboratorium von Gurwitsch weiter au- 
gebildet worden ist [N. Kannegiesser, L.Gurwitsch (5), Ponomarewa (13 


' Vorgetragen im Verein der Physiologen, Pharmakologen und Hist 
logen in Moskau im Mai 1931. 
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Bei dieser Methode fallt die Strahlung des vor dem Kollimatorspalt 
Spektrographen aufgestellten Objekts nach ihrer Zerlegung durch die 
(juarzoptik auf eine Reihe von Hefekulturen, die gegeniiber der Wellen 
genskala in der Flache angeordnet sind, in der sich bei der gewOhnlichen 
ektrographie die photographische Platte befindet. Die Hefekulturen 
nen als mitogenetische Detektoren, und die Zunahme der Vermehrungs 
tensitat der Zellen in einem Teil der Kulturen zeigt das Vorliegen einer 
Strahlung an, deren Wellenlangen in den Grenzen derjenigen Wellenlangen- 
ezirke der Spektralskala liegen, denen die betreffenden Kulturen gegen 
iberstehen. [Die eingehende Beschreibung und theoretische Begriindung 
der Methode siehe bei N. Kanneqiesser (5)|. Aus technischen Griinden ist 
= schwierig, bei der simultanen Aufnahme des ganzen ultravioletten mito- 
genetischen Spektrums letzteres in kleinere als 50 Angstr6m umfassende 
Bereiche unterzuteilen und genau die Wellenlinge der Spektralstreifen zu 
identifizieren, die das Auftreten des Effektes innerhalb eines solchen Bereichs 
verursachen. 

In unseren Versuchen entstammt die Strahlung Oxydationsreaktionen, 
die nach der in der ersten Mitteilung beschriebenen Technik in einem Glastrog 
angestellt werden, dessen aus kristallinischem Quarz bestehende Seitenwand 
dem Kollimatorspalt des Spektro- 
graphen (Firma fFuess, kleines 
Modell) zugewendet ist. Fraktio- 
nierung der Bestrahlung mittels 
rotierender Scheiben mit Aus- 
schnitten [vgl. Kannegiesser (5)}, 
erwies sich bei unseren Strahlungs- 
quellen als  entbehrlich. Als 
Detektor werden  ausschlieBlich 
fliissige Hefekulturen verwendet, 
in denen Abzaihlungen der absoluten Zellenmengen vorgenommen werden 
(s. erste Mitteilung). In der Ebene der photographischen Platte wird 
eine lange Kapillarkammer aus Glasnadeln aufgestellt (Abb. 1), die 
durch Celluloidlamellen in zw6lf separate Kammerchen unterteilt ist; 
letztere entsprechen den gegeniiberliegenden Streifen der Wellenlingen- 
skala von je 50 Angstrém Breite und umfassen insgesamt den Spektral- 
bereich von 1900 bis 2500 Angstrém. Die Kammerchen werden mit 
der Detektorkultur beschickt: die Kontrollkultur befindet’ sich in 
einem 13., vom Spektrographenspalt abgeschirmten Kiammerchen. Es 
sei auch an dieser Stelle hervorgehoben, daB die GréBe des Effektes in 


Abb. 1. 


Prozenten in diesem oder jenem Spektralbereich nicht als MaB der Intensitat 
des entsprechenden Streifens der Strahlung dienen kann und nichts iiber 
dessen genauere Lage und Breite aussagt. 

.Die mit vollkommener Bestandigkeit reproduzierbaren Resultate 
unserer Versuche haben gezeigt, daB die biologisch aktive Chemo- 
lumineszenz der anorganischen Oxydationssysteme tatsachlich durch 
Wellenlangen gekennzeichnet ist, die innerhalb des von Gurwitsch 


angegebenen Bereichs der mitogenetischen Strahlung liegen, d. h. 
zwischen 1900 und 2500 Angstrém. Hiermit ist aber die Méglichkeit 
nicht ausgeschlossen, daB die Spektra der Chemolumineszenz der 
untersuchten Reaktionen auch Strahlen enthalten, deren Wellenlinge 
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auBerhalb dieses Bereichs liegen (aus physikalischen Griinden erscheint 
deren Vorhandensein sogar sehr wahrscheinlich); gegeniiber solchen 
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Abb. 5. 


Strahlen ist der Hefedetektor unempfindlich, und sie kénnen folglich 
durch die biologische Methode nicht erfaBt werden. 
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Es erwies sich ferner, daB die Spektra der untersuchten anorgani- 
schen Oxydationssysteme nicht das ganze mitogenetisch wirksame Gebiet 
wufassen, sondern fast ausschlieBlich auf dessen gréBere Wellenlangen 
heschrankt sind — von 2150 (in einigen Fallen 2100) bis 2350 oder 
2400 Angstrém —, in vollkommener Ubereinstimmung mit den von 
Kannegiesser im Laboratorium von Gurwitsch ermittelten Spektren 
organischer Oxydationsmodelle und im Gegensatz zu den im gleichen 
Laboratorium aufgestellten Spektren anderer Quellen mitogenetischer 
Strahlung: der Glykolyse, die durch kiirzere Wellenlingen gekenn- 
zpichnet ist (1900 bis 2000 und 2150 bis 2200 Angstrém), und der Proteo- 
Ise, die gleichfalls eine andere Verteilung der aktiven Streifen aufweist 
(1960 bis 2140 und 2290 bis 2430 Angstrém). Bei wiederholter Auf- 
nahme des Spektrums ein- und derselben Reaktion bleibt die Ver- 
teilung der aktiven Streifen absolut konstant. Auch die Variation der 
Expositionszeiten (innerhalb gewisser Grenzen) hat keine Ver- 
schiebungen der Spektralstreifen zur Folge und bewirkt nur ent- 
sprechende Anderungen in den absoluten GréBen des Effektes in den 
einzelnen Streifen. Nur bei allzu groBen Expositionsdauern kénnen 
an Stelle des positiven Effektes in gewissen Streifen — wahrscheinlich 
in den durch besonders starke Intensitéten ausgezeichneten — Null- 
effekte oder negative Effekte auftreten infolge der unter diesen Be- 
dingungen einsetzenden Hemmung der Zellteilung. (Einem solchen 
Fall begegneten wir bei der Spektraluntersuchung des Systems Bi- 
chromat +- Ferrosulfat, wo die Verlingerung der Exposition von 
10 auf 30 Sekunden beim Streifen 2200 bis 2250 Angstrém zum Um- 
schlag des positiven Effektes in Hemmung fiihrte; s. Tabelle I). Die 
Intensitat der Strahlung wird, wenigstens bei einigen Systemen, durch 
die Einwirkung von sichtbarem Licht auf das Reaktionsgemisch ge- 


Tabelle I. 





K, Crg O; + FeSO, bei Licht K2 Cry O7 + FeSO, 
‘ ene — verdunkelt 


Exposition 30 Sek. Exposition 10 Sek. Exposition 10 Sek. 
A %%o %o 


Spektralbereich 


1900—1950 1. 10) 
1950—2000 7.9 
2000—2050 2.5 
2050-—2100 + 4 
2100—2150 24 
2150—2200 L 18 
2200—2250 23.7 
2250—2300 0 
2300—2350 1 $1 
2350—2400 — ] 
2400—2450 — 
2450—2500 
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steigert. Dieser Effekt, der zuerst von Frank und Rodionow bei 
physikalischen Untersuchung der Strahlung anorganischer Oxydatico: 
systeme (Bichromat +- Ferrosulfat, Sublimat + Zinnchloriir) be 
achtet wurde, tritt auch bei biologischen Spektralversuchen zutag: 
indem die absoluten GréBen der Induktionseffekte bei Belichtu 
gesteigert erscheinen (vgl. Tabelle I, Spektralversuche mit dem Syst: 
Bichromat + Ferrosulfat bei Tageslicht und bei Verdunkelung des 
ReaktionsgefiBes durch Umbhiillen mit schwarzem Papier). Diese 
sensibilisierende Wirkung des sichtbaren Lichtes ist bei der Auswa))| 
der Expositionszeiten fiir Versuche unter verschiedenen Belichtungs 
verhaltnissen zu beriicksichtigen, um so mehr, als das Licht auch dir 
Empfindlichkeit des Detektors beeinfluBt (s. Potozky, 1. c. (8). 

Vergleichen wir die Spektra verschiedener Oxydationsreaktionen 
untereinander, so ergibt sich, das dieselben auch bei der in unseren 
Versuchen durchgefiihrten verhaltnismaBig groben Zergliederung nichit 
vollstandig itibereinstimmen, sondern gewisse Unterschiede in der 
Verteilung und relativen Intensitaét der aktiven Streifen aufweisen 
Diese Unterschiede weisen darauf hin, daB eine gewisse Spezifitat de: 
Spektra einzelner Oxydationssysteme besteht. Die genaue Unter- 
suchung der Grenzen dieser Spezifitat und ihrer Abhangigkeit von de 
Struktur der reagierenden Substanzen und von anderen Eigenschaften 
der Oxydationssysteme kann erst durch die weitere tunlichst feine 
Zergliederung der Spektra erméglicht werden'. 

Spektra der biologischen Oxydation (Zellatmung), mit denen die 
im Laboratorium von Gurwitsch und bei uns ermittelten Spektra von 
Oxydationsmodellen verglichen werden kénnten, sind unseres Wissens 
bisher nicht veréffentlicht worden. Wir unternahmen aus diesem 
Grunde die Untersuchung des Spektrums der mitogenetischen Strahlung 
kernhaltiger Vogelerythrocyten, die bekanntlich Zellen mit aus- 
gesprochen oxydativem Stoffwechseltypus vorstellen (Negelein), im 
Gegensatz zu den kernlosen Erythrocyten der Sauger, in denen auch 
unter aeroben Bedingungen der anoxybiotische Zerfall (Glykolyse) 
iiberwiegt. Uber die Ergebnisse dieser Versuche soll an anderer Stelle 
berichtet werden. Es sei hier nur bemerkt, daB Taubenblut bei gewissen 


Expositionsdauern ein mitogenetisches Spektrum liefert, das ats 
vier Streifen zu 50 Angstrém besteht, die den Wellenlangenbereich: 
von 2150 bis 2350 Angstrém umfassen, d. h. das gleiche Spektralgebiet, 
auf welches auch die aktiven Streifen in den Spektren der Oxydations- 
modelle entfallen. Es ware jedoch verfriiht, diese Streifen im Spektrum 


1 Durch neuere, demnachst zu veréffentlichende Versuche mit feinere: 
Spektralaufteilung ist bestatigt worden, daB die Spektra der Oxydation 
Reduktionssysteme weitgehend spezifisch sind. 
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Chemismus der mitogenetischen Strahlung. II. 


Blutes mit Bestimmtheit der Atmung der Erythrocyten zuzuordnen, 


solange wir nicht tiber einen ausgedehnteren ,,Atlas‘‘ der mitogenetischen 


Spektra biochemischer Umsetzungen verfiigen und insbesondere bis 
die genauere Identifizierung der Wellenlingen und Feststellung 
Grenzen der Spezititat durch feinere Zergliederung der Spektra. 
Unsere Versuche betreffen die Spektra folgender Oxydations- 

systeme : 

1. KMnO, + H,O,. 2. K,Cr,0, + FeSO, 3. HNO, + FeSO, 
H,SQ,|. 4. KCIO, Zn NaOH. 5. FeCl, NH,OH . HCI. 
HgCl, SnCl,. 7. H,O,[+ Pt]. 


Tabelle 11. 





Oxyvdationssystem 


Spektralbereich ‘ 3 4 + 


\ e ffe ®°,. Mittelwerte 


1990— 1950 10.1 
1950—2000 82 
20N00— 2050 - 06 
2050—2100 18.1 13 
2100—2150 + 29.9 | 4 ie ( 87+ 203 
2150—2200 +184 +225 4+ 1,7 +20, . 3.5|\+ 38.9 
2200 —2250 + 62.9 vr i ! : IRR 
2250— 2300 +159 + 25, 77, 8. 19.5 
23800—2350 + 69.9 5 / 28 n i 1/+ 358 
2350—2400 + 2,4 : 4 8.7 
2400—2450 

2450—2500 14 


3.1 
0) 


Ot co bo 


Die Ergebnisse der Versuche (Mittelwerte der Induktionseffekte 
in den verschiedenen Wellenlingenbereichen) sind in iibersichtlicher 
Form in Tabelle II und in den Abb. 2 bis 8 enthalten. 
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Der Bromgehalt des Hodens, Nebenhodens 
und Plexus pampiniformis. 


Von 
J. L. Kriwsky. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Staatsinstituts fir experimente!| 
Medizin, Leningrad.) 


(Eingegangen am 6. April 1932. 


Dieser Untersuchung liegen Beobachtungen aus Pawlows Labora. 
torium zugrunde iiber Bromwirkung auf bedingte Reflexe bei Hunde: 
nach Kastration. Herr Akademiker J. P. Pawlow hatte uns persénlich 
informiert, dafgS vorher normal entwickelte, bedingte Reflexe beim 
Hunde durch Kastration in ihrem Ablauf gestért werden kénnen 
Unter Bromgaben (NaBr) gehe die Stérung zuriick. Das war der Grund, 
zu vermuten, daB zwischen Brom und Sexualhormon Beziehungen 
bestehen kénnten, und daher stammte das Interesse am Bromgehalt 
des Hodens, Nebenhodens und Plexus pampiniformis. Auf Vorschlag 
von Herrn Prof. Salaskin habe ich die entsprechenden Bestimmungen 
in Angriff genommen. Fiir die Literatur iiber den Bromgehalt de1 
Organe verweise ich auf Bernhardt und Ucko(3), wo wir recht liicken- 
lose Angaben finden kénnen. Die Tabelle I gibt uns den Bromgehalt 
der Organe nach den genannten sowie nach neueren Autoren(2) (4) (5 


(7) (8) (9) (10) (12) (14) (15). 


Untersuchungsverfahren. 


Prizise Bestimmung, insbesondere eines organischen Substrats, 
auf seinen Halogengehalt, gehért zu den schwierigsten Aufgaben der 
analytischen Chemie, denn es gibt gegenwiartig kaum ein fehlerfreies Ver- 
fahren dafiir. Das ist der Grund einerseits fiir die abweichenden An- 
gaben des Bromgehaltes der Organe seitens verschiedener Autoren und 
andererseits fiir das unaufhérliche Suchen nach neuen exakteren Ver- 
fahren, deren Zahl bereits iiberhand zu nehmen beginnt. Eine Be- 
sprechung dieser Verfahren findet man bei Bernhardt und Ucko, teil- 
weise auch bei Behr, Palmer und Clarke (2), Pincussen (9) (10), sowie 
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bei Hastings und van Dyke (6). Die zuletzt genannten hielten sich 
bei Bestimmung der Verteilung der Bromide zwischen Serum und 
Erythrocyten an ein elektrometrisches Titrierverfahren mit silbernen 
Elektroden und n/100 AgNO,. Ich wahlte zunachst das Verfahren nach 
Guareschi in der Modifikation von Pincussen- Roman (4). Das Verfahren 
schien einfach und schnell zu sein, jedoch sehr bald kam die Ent- 
tiuschung, indem nach Veraschung eine erhebliche Verfarbung (braun- 
lich-gelb) der Lésung zuriickblieb, die nur schwer mit Tierkohle zu 
entfernen war. Kraftige Ansiuerung und Kochen im Laufe von 1) 
bis 15 Minuten fiihrte nur selten beim ersten Male zur Entfairbung 
und manchmal war auch drei- bis vierfache Wiederholung dieser 
Operation vergeblich. Zudem drohte starkes Kochen in saurem Substrat 
mit Bromverlust einerseits und war andererseits mit Zeitverlust ver- 
kniipft, ohne Sicherheit zu geben, das Ziel zu erreichen. Und dennoch 
ist Entfarbung unerlaBlich, wenn es sich darum handelt, die Schwelle fiir 
Violettfairbung zu bestimmen. Letzten Endes habe ich die von Bernhardt 
und Ucko beschriebene Modifikation des Verfahrens von Guareschi 
als die bequemste itibernommen. Ich ging dabei in folgender Weise vor: 
Zur Verwendung kam Arterienblut, indem es entweder aus der beim 
Schlachten des Rindes angeschnittenen A. carotis aufgefangen oder 
aus der Carotis des Pferdes gelegentlich totalen Aderlasses vermittelst 
Kaniile gewonnen wurde. Oxalatzusatz (bromfrei) verhinderte die 
Gerinnung. Um nach Méglichkeit den Plexus pampiniformis an Blut- 
fille nicht zu beeintrichtigen, wurde der Samenstrang sofort unter- 
bunden. Die Hoden exstirpierten wir in toto unter sofortiger Ab- 
trennung des Nebenhodens und Plex. pampinif. Jeder Anteil fiir sich 
wurde abgewogen und darauf weiter behandelt, Hoden mit Latapie, 
Plexus und Nebenhoden mit der Schere méglichst fein zerstiickelt. Der 
Brei eines jeden Organteiles wurde von neuem abgewogen und _ in 
Porzellanschalen in den Exsikkator gestellt. Das Trocknen nahm viel 
Zeit in Anspruch. Nur selten war es am selben Tage (10 bis 12 Stunden) 
erledigt. War das konstante Gewicht erreicht, so bestimmten wir 
das Gewicht einer jeden Substanz, um sie darauf im Morser méglichst 
fein und homogen zu pulvern, was fiir den Plex. pampinif. ziemlich 
schwierig auszufiihren war. Von jeder Organsubstanz in Pulverform 
nahm ich annahernd je 4,0 g, und wenn Material in geringerer Menge 
vorlag, die ganze Menge. Oxalatblut kam in den Versuch mit je 25 ccm. 
Die Veraschung wurde zumeist im Nickeltiegel (7.7) unter Zusatz 
von etwa 5,0 g NaOH ausgefiihrt. Hier ging ich mit gréBter Vorsicht 
vor: die Masse verriihrte ich mit einem Glasstab, um vor dem Ein- 
schmelzen der Lauge Anbrennen und beim Aufschiumen Heraus- 
schleudern des Materials zu vermeiden. Auf Grund eigener Erfahrung 
kann ich mich Bernhardt und Ucko anschlieBen, wenn sie vor der Be- 
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nutzung kleiner Tiegel warnen. Bei TiegelgréBe 5.5 ist Heraus- 
schleudern kaum zu vermeiden. Dagegen habe ich in Schalen, bei 
Kandhéhe 4 bis 4,5cm und Durchmesser 7 bis 8 cm, die Veraschung 
ohne besondere Schwierigkeit durchgefiihrt. Das Blut wurde vor der 
Veraschung im Wasserbad eingedampft. Erst nachdem sich in etwa 
6 Stunden eine breiige Masse gebildet hatte, begann ich die Veraschung 
unter den erwahnten Kautelen. Die Veraschung machte ich nicht in 
einem Zuge, sondern zumeist in vier Abschnitten zu je 30 Minuten, 
das erste Mal bis 40 bis 45 Minuten, mit Pausen bis zu mehreren Stunden. 
Vor jeder Wiederaufnahme der Prozedur wurde die Masse mit einigen 
Tropfen Wasser angefeuchtet. Der ganze Vorgang erforderte etwa 
2', Arbeitstage. Die Asche hatte im Endergebnis schwach grau- 
weiBe Farbe. Ich habe mich damit zufrieden geben miissen nach der 
Erfahrung, daB totale Veraschung auf andere Weise nicht zu erreichen 
war und daB die bestehende Verfarbung des Filtrats selbst die Schwellen- 
wertsbestimmung fiir Violett in Frage stellen kénne. Die Schwellen- 
wertmethode nach Bernhardt und Ucko war fiir mich ein gliicklicher 
Ausweg, nachdem ich mich iiberzeugt hatte, daB die Beobachtung 
genannter Autoren zu Recht besteht, daB die K Br-Standardlésung bei 
Fuchsinzusatz eine andere Ténung annimmt als die Versuchslésung. 
Ich habe dieses Verfahren angewendet, mich streng an die Vorschrift 
haltend, und insbesondere habe ich die Regel eingehalten, nach Zusatz 
von H,SO, die Lésung stark zu schiitteln und die gebildete CO, voll- 
standig zu vertreiben, damit nicht Rosafairbung die erforderliche Violett- 
firbung verdrange, nach Zusatz entfairbten Fuchsins und Chlorwassers. 

Den Br-Gehalt in Milligramm auf 100 g Organsubstanz berechnete 
ich nach folgender Formel: 


0,05 .b.d.100 
= mg-? 


100° 


a@.C.¢ 


wo a = Minimalmenge des Filtrats in Kubikzentimeter, welche noch 
Violettfarbung gibt, b = Gesamtmenge des Filtrats in Kubikzentimeter, 
c= veraschte Portion in Gramm, d = Trockengewicht der Organ- 
substanz in Gramm, ¢ = Rohgewicht des Organbreies in Gramm. 


Fiir Blut vereinfacht sich die Formel: 


0,05 .b , 100 


und wenn das Filtrat stets auf 100 ccm gebracht wird, bei 25 cem 
Ausgangsmenge fiir Blut, so wiirde die Formel einfach lauten: 


0,05 . 100. 100 20 


25a aug 


19* 
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Die angefiihrten Formeln lassen sich auf folgende zwei GriBen 
zuriickfiihren : 
0,05 .b . 100 


— um oder fiir Blut 


1 ' 0.05.b6.d.100 
a c.e 95 


Fiir beide GréBen ist der Prazisionsgrad der Bestimmung verschiedey, 
Die Zahlenwerte fiir c, d und e sind GewichtsgréBen. Ihre absolute 
FehlergréBe betragt einige tausendstel (bis zu 1/,9) Gramm, und die 
relative Fehlergr6éBe entspricht Bruchteilen von 1°/ 5. Die Fehlergritie 
fiir b schwankt in denselben Grenzen. Dagegen ist die FehlergréBe fiir « 
sofern sich dieser GréBenwert aus dem Versuch durch Rechnung ergibt. 
erheblich gréBer. Wie Bernhardt und Ucko (vgl. erste Mitteilung) 
angeben, ist die Empfindlichkeit des Verfahrens mit der Bestimmung 
der Violetténung in 1 ccm Blut begrenzt (entsprechend 4 ccm Filtrat 
im Endergebnis). Damit stellt sich die Fehlerméglichkeit bei einem 
Br-Gehalt des Blutes von etwa 1 mg auf 0,25 mg, oder die Fehlergrenze 
erreicht 25°. Das entspricht der Fehlergrenze fiir a. Von diesen 
beiden errechneten GréBen kann die erste als fehlerfrei angenommen 
und ignoriert werden, im Vergleich zur zweiten, und somit betragt die 
Fehlergrenze der Methode 25%. Diese GréBe gilt auch fiir meine 
Befunde. 


Experimenteller Teil. 


Da Pawlow seine Beobachtung an Hunden gemacht hatte, so lag e- 
am nachsten, die Brombestimmung auch am Hunde auszufiihren. Jedoch 
folgende Uberlegung verschloB uns sofort diesen Weg. Wenn auch das 
Gewicht beider Hoden eines Hundes (5 bis 12 g) zur Not geniigen kénnte, 
so waren fiir den Plexus pampinif. (1 bis 5 g) fiinf bis zehn Hunde erforderlich, 
um einen Versuch mit Material zu versorgen. Das kénnte die Ergebnisse 
triiben. Daher war es unvermeidlich, das Untersuchungsmaterial gr6Beren 


' Tieren zu entnehmen. Es belieferte uns mit den entsprechenden Organen 


vom Rind der Schlachthof und denjenigen vom Pferde der Stall des 
Instituts fiir experimentelle Medizin. Die Versuchsergebnisse sind in 
Tabelle Il zusammengestellt, mit Abrundung bis zu 0,05 mg. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Hoden, Plexus pampinif. und Nebenhoden wurden auf ihren 
Br-Gehalt gepriift, um aus den Zahlenwerten eventuell Auskunft zu 
erhalten, wie sich das Br zum Sexualhormon verhalt. Da® das br 
einen konstanten Bestandteil des Kérpers bildet, unterliegt keinem 
Zweifel, dagegen ist es ganz unsicher, ob Br, ebenso wie J, irgendeinem 
physiologischen Bedarf zu geniigen hat. Direkte experimentelle Angaben 
stehen noch aus, und sind wir bloB auf Vermutungen angewiesen 
Um unsere eigenen Ergebnisse zu bewerten, ist es nétig, zundchst div 
Br-Verteilung im Kérper topographisch und den Br-Gehalt eines jeden 
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der Organe festzulegen. In allen Organen und Koérperfliissigkeiten ist 
Br nachgewiesen, was aber den quantitativen Br-Gehalt betrifft, so fehlt 
es an Ubereinstimmung in den Angaben. So ist zu bemerken, daB die 
Bestimmungen von Justus, indem sie die Zahlenwerte der Autoren 
im das Zehn- und Mehrfache iibersteigen, sicher tibertrieben hoch sind. 
Das liegt an dem Untersuchungsverfahren. Die umfangreichsten 
Untersuchungen haben Damiens (4), sowie Bernhardt und Ucko (3) 
angestellt. Der erste gibt etwas kleinere Werte an. Da nun die Arbeit 
von Bernhardt und Ucko sich durch allergréBte Sorgfaltigkeit auszeichnet, 
so liegt Veranlassung vor, ihre Zahlen als die wahrscheinlicheren zu 
nehmen und von ihnen auszugehen. Da sehen wir, daB mit Ausnahme 
der Hypophyse und der Nebennieren alle anderen Organe und das Blut 
annihernd ahnliche Zahlen geben fiir den Br-Gehalt. Der hohe Br- 
Gehalt der Hypophyse und Nebennieren, insbesondere jener, laBt auf 
eine spezifische Bedeutung des Br fiir die Funktion dieser Organe 
schlieBen, ahnlich wie das J fiir die Schilddriise. So haben wir, bei 
einem Durchschnittsgehalt an Br von 0,5 bis 1,0 mg-%, in der Hypo- 
physe des Hundes iiber 12,5 und beim Menschen 15 bis 30 mg-%,. In 
den Hoden steht der Br-Gehalt ungefahr auf gleicher Hohe wie iiberall, 
daher fehlt uns ein Anhaltspunkt, iiber die Bedeutung des Br fiir das 
Sexualhormon zu urteilen. 

Meine eigenen Untersuchungen zeigen fiir den Br-Gehalt der Hoden 
Schwankungen von 0,6 bis 0,9 mg-°%% (fiinf Faille). Nur ein Fall (Nr. 6) 
gab 2,2mg-%. Die Nebenhoden zeigten Schwankungen von 0),75 bis 
1,1 mg-% (vier Fille), Plex. pampinif. (fiinf Fille) 0,75 bis 1,5 mg-% 
und einmal (Nr. 6) 2,8 mg-°%, und zwar dort, wo der Hoden 2,2 mg-% 
gegeben hatte. Durchweg, wenn auch unerheblich, hatte der Plexus 
héheren Br-Gehalt als der entsprechende Hoden. Da der Plexus blut- 
reicher ist, so muBte erwogen werden, ob nicht der héhere Br-Gehalt 
auf die gréBere Blutmenge zu beziehen sei, im Vergleich zum Hoden. 
Um dariber klar zu sein, wurden Bestimmungen an den entsprechenden 
Organen derselben Tierexemplare gemacht, und zwar eines einjahrigen 
tindes und eines Pferdes. Wie Tabelle IT zeigt, scheint die Vermutung 
bestatigt, jedoch ist das Ergebnis nicht eindeutig, sofern der Fall mit 
Br-Gehalt fiir Hoden 2,2 und fiir Plexus 2,8 einen so hohen Br-Gehalt 
fiir das Blut erfordern miiBte, wie er noch niemals nachgewiesen worden 
ist. Leider fehlt fiir diesen Fall die Blutuntersuchung, und es wire 
wiinschenswert, die Untersuchung fortzufiihren, um festzustellen, ob 
der héhere Br-Gehalt des Plexus davon abhangt, daB das Blut reicher 
an Brom ist als der Hoden, oder ob hier ein Zusammenhang mit der 
Blutfiillung nicht besteht. 

Die Kernfrage vorliegender Arbeit iiber die Beziehung des Br zum 
Sexualhormon ist somit nicht erledigt. Die Ergebnisse erfordern 
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Tabelle II. 





Rind, Schlachthof Pferd 
Set en soi Sa Monorchi: 
Organ Rind, momen fy 7? 
s* 11.1, 1931 20. Il. 1931|| einjahrig 23, UI. 1931) 31. V. 1931 23. VILL. | 
Versuch 1 Versuch 2 || Versuch5 Versuch3 Versuch 4 Versuch 
ae 2.2 0,9 0,85 0,75 0,6 0,8 
Nebenhoden . ~- 1,0 0,9 ij -- 0,75 
Plexus pamp. . 2,8 1,5 0,95 1,4 0,75 1,0 
Art. Blut. . . _ — 0,95 — 1,05 ~- 


noch Erweiterung und Vertiefung. Es miiBte auf dem Wege der Zufuhr 
kleiner Br-Mengen im Tierversuch gepriift werden, ob nicht irgendein 
Organ sich dabei elektiv verhalte. In dieser Richtung angestellte 
altere Versuche sind methodologisch nicht einwandfrei, und eine der 
neuesten Arbeiten [T7oxopeus (9)] griindet sich auf allzu hohe Brom- 
gaben im Vergleich zum normalen Br-Gehalt. Auf Grund der Angaben 
von Bernhardt und Ucko rechnet Toxopeus mit einem Durchschnitts- 
gehalt von 6 mg je Kilogramm und gibt den Versuchstieren 141 bis 
576 mg je Kilogramm, das ist das 23- bis 96fache, so daB eine spezifische 
Elektivitat hat verwischt sein kénnen, ganz abgesehen davon, dai 
weder Hoden noch Nebenniere und Hypophyse, sowie die in der Norm 
bromhaltigsten Organe iiberhaupt nicht untersucht worden sind. 

Es miiBte zudem beriicksichtigt werden, sofern eine Klarung der 
Beziehung zwischen Brom und Sexualhormon bezweckt wird, dai 
Hypophyse und Nebennieren mit den Sexualorganen in enger Korre- 
lation stehen. So gilt als gesichert, daB unter normalen Verhaltnissen 
das Hypophysensekret die Geschlechtsdriisen stimuliert. Kastration 
fiihrt zu Hypertrophie der Hypophyse, und Exstirpation der Hypophyse 
bedingt Atrophie der Sexualdriisen. Fiir die Bedeutung des Br, in Be- 
_ziehung zum Sexualhormon, kénnte es somit wesentlich sein, nicht blob 
Hoden, sondern auch Hypophyse und vielleicht auch Nebennieren auf 
ihren Br-Gehalt zu priifen unter Beriicksichtigung der Wechsel- 
beziehungen dieser Organe untereinander. 


Zusammenfassung. 


1. Fiir Hoden, Nebenhoden und Plexus pampiniformis steht det 
Bromgehalt annahernd auf der allgemeinen Durchschnittshéhe. 

2. Der Plexus pampiniformis hat etwas héheren Br-Gehalt als 
Hoden und Nebenhoden. 

3. Der héhere Br-Gehalt des Plexus pampiniformis mag auf seine 
stirkere Blutfillung zuriickzufiihren sein. 

4. Es wire wiinschenswert, die vorliegende Untersuchung fort- 
zufiihren unter gleichzeitiger Beriicksichtigung des Br-Gehalts der 
Hypophyse und Nebennieren. 
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Methodische Untersuchungen zur Messung 
der Wasserstoffzahl im Harn. 


Von 


Fritz Mainzer una Werner Eden. 


(Aus der medizinischen Universitatsklinik zu Rostock.) 


~ 


(Eingegangen am 7. April 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 


Seit der Einfiihrung der einfarbigen Indikatoren zur Messung der 
Wasserstoffzah] durch Michaelis und Gyemant (1) (1920) ist der An- 
wendungsbereich der Methode in der Klinik dauernd gewachsen. Unter 
diesen Bedingungen handelt es sich vielfach im Gegensatz zu den Frage- 
stellungen der Physiologie und anderweitigen Gebieten der klinischen 
Forschung um eiweibhaltige Harne. Fiir einen Teil der Untersuchungen 
ist die gebrauchlichste Bestimmungsmethode mittels Indikatoren, in 
Deutschland fast durchgehend mittels der einfarbigen Indikatoren von 
Michaelis (1) (2) wegen starker Eigenfarbe des Harns nicht anwend- 
bar. Das gilt besonders fiir ikterische Harne, die in der Regel auch 
eiweibhaltig sind. 

Es kommt hinzu, da®B fiir manche Zwecke die Ausschaltung des 
vergleichsweise grofBen wahrscheinlichen Fehlers der Kolorimetrie 
wiinschenswert ist. 

Diese Erwigungen legten es nahe, die verschiedenen zur Verfiigung 
stehenden Verfahren einer vergleichenden Untersuchung hinsichtlich 
ihres Anwendungsgebietes im Harn zu unterziehen. 

Dabei waren, wenn von den weniger einfachen und zum ‘Teil hin- 
sichtlich ihrer Brauchbarkeit noch diskutierten elektrometrischen 
MeBverfahren abgesehen wird, zum Vergleich heranzuziehen: 

1. die Wasserstoffelektrode, 
2. die Chinhydronelektrode, 
3. das kolorimetrische Verfahren. 


Als Beispiel der kolorimetrischen Messung dienten die Michaelisschen 
Indikatoren, die sich durch ihre ausgedehnte Anwendung sowie Einfachhe'' 
und Zuverlissigkeit des Verfahrens empfehlen. 
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Was zunachst die Wasserstoffelektrode angeht, so scheint die 
\nwesenheit von leicht reduzierbaren Kérpern, welche ihre Verwendung 
stéren kénnten, im Harn, jedenfalls quantitativ, kaum in Frage zu 
kommen. 

Damit ist es also hier in maBgebender Weise der bereits vielfach 
erérterte CO,-Fehler [Marshall (3), Mainzer (4), Beck und Lauber (5), 
Mainzer und Shen (6), Mainzer und Bruhn (7)|, welcher die Brauch- 
barkeit der Elektrode mit str6mendem Wasserstoff auf die sauren 
Harne beschrankt, in denen das Puffersystem freie CO, Bicarbonat 
quantitativ keine Rolle spielt. 

Ein Verfahren, durch Einleiten eines Gemisches von CO, und Hg, die 
Wasserstoffzahl bei gegebener konstanter CO,-Spannung zu bestimmen, 
wie wir es frither geiibt haben [Mainzer und Joffe (8), analog dem Vorgehen 
von Hasselbalch (9) im Blute (,,.reduzierte Wasserstoffzahl*‘)|, ware im Harn 
nur in den besonderen Fallen angebracht, in denen ein Gemisch zu ver- 
schiedenen Zeiten entleerter Harnportionen untersucht wird. / Im iibrigen, 
also bei der Untersuchung von Einzelportionen, hat diese Methode keinen 


sung der ; : he ries: ee ; ; : 
‘ rechten physiologischen Sinn, weil die CO,-Spannung des Harns im Gegen- 


der An- satz zu der des Blutes nach den Feststellungen von Mainzer und Shen (6) 
1. Unter sowie Mainzer und Bruhn (7) in weiten Grenzen variiert. In Frage kommt 
n Frage- dariiber hinaus die Wasserstoffelektrode nur in Form der Elektroden mit 


linischen stehender Gasblase, bei denen der Gasraum im Vergleich zur Fliissigkeit 
gering ist. 

ichungen a RP ; a 2 
ei der Verwendung derartiger Elektroden ist jedoch zu beriicksichtigen, 


ren, In da8 der CO,-Gehalt und die Gasspannung der in Frage kommenden Harne 


bren von weit itiber den entsprechenden Werten des Blutes liegen. Werte bis zu 
anwend- 673 Vol.-°,, CO, und 242 mm Hg CO,-Spannung sind beobachtet [.Mainzer 
gel auch und Rachmilewitz (15), Mainzer und Shen (6), Mainzer und Bruhn (7)}. 


Daher kann die CO,-Spannung in der Gasblase unter diesen Verhaltnissen 

so weit ansteigen, daB die Abnahme des H,-Partialdruckes bereits fiir die 

bung des erzielten Potentiale ins Gewicht fallt. 

wrimetrie 
Die beiden anderen Methoden, die zum Vergleich herangezogen 

wurden, die Messung mit der Chinhydronelektrode und mittels Indika- 


erfiigung E E E 
toren, machen es leicht, durch Auffangen und schnelle Verarbeitung 


sichtlich 
des Harns unter fliissigem Paraffin die CO,-Spannung ausreichend 
: konsté L - 

Sell hin- mnstant ™ halten. 

trischen Fir diese beiden Methoden spielen daher der Salzfehler und in 

eiweiBhaltigen Harnen, denen hier aus den eingangs dargelegten Griinden 

das Hauptaugenmerk zugewandt werden soll, der Eiweiftehler die 

ausschlaggebende Rolle [siehe Clark (10), Mislowitzer (11), Kolthoff (12)}. 
Der Salzfehler, welcher fiir die Chinhydronelektrode durch Sérensen, 

Sérensen und Linderstrém-Lang (13) eingehend untersucht wurde, fiir die 


elisschen einfarbigen Indikatoren der Nitrophenolreihe von Michaelis und G yemant (1) 
vfachheit sowie Michaelis und Kriiger (2), wird im Harn durch Verdiinnung leicht 


auf ein zu vernachlassigendes Ma8B reduziert werden kénnen. da die molare 
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Gesamtkonzentration des Harns an Elektrolyten nach den Untersuchung: 
von Davies, Haldane und Peskett (14) sowie von Mainzer und Rachmi! 
witz (15) nicht wesentlich einen Maximalwert von rund !/, Mol iiberschreitet 


Bedeutsam bleibt bei nicht ganz geringfiigiger Albuminurie de, 


Eiweibfehler. 


Der EiweiBfehler der Chinhydronelektrode ist eingehend vonK olthoff (16 
untersucht worden. Er fand die Elektrode in Gegenwart von Milcheiweil 
oder SerumeiweiB im sauren Gebiet verwendbar bis zu pa = 5,5. Di 
GréBe des EiweiBfehlers fand er abhaingig von der Wasserstoffzahl sowie 
der Art und Konzentration des Proteins. Linderstrém-Lang und Kodama (17) 
beobachteten bei der Messung von Milch gute Ubereinstimmung zwischen 
Wasserstoff- und Chinhydronelektrode, wogegen Lester (18) mit der Chin 
hydronelektrode zu saure Werte erhielt. 

Die umfangreiche Literatur iiber die vieluntersuchte Anwendungs 
méglichkeit der Chinhydronelektrode im Blut und Plasma bedarf hier nicht 
der Erérterung [s. bei Clark (10) und Mislowitzer (11)]. Fiir die Indikatoren 
der Nitrophenolreihe finden Michaelis und Kriiger (2) nur im sauren einen 
EiweiBfehler auBerha'b des wahrscheinlichen Fehlers (im Blutserum bei 
etwa pu = 3,5: A pu = 0,4). Doch wird zu erwiagen sein, daB es sich 
hier im Vergleich zum Harn um sehr groBe EiweiSkonzentrationen handelt 
(etwa 7°,). 

Die Verhaltnisse in zuckerhaltigen Harnen bediirfen besonderer Unter- 
suchung, da die Chinhydronmessung in zuckerhaltigen Phosphatlésungen 
zu unrichtigen Ergebnissen fiihrt. 


III. 


Die Harne wurden durch entsprechende Miktionstechnik unter Luft- 
abschlu8 durch fliissiges Paraffin entleert und sofort verarbeitet. Starker 
alkalische Harne wurden durch Verabreichung von Natriumbicarbonat in 
wechselnden Gaben erzielt. Fiir die Chinhydronmessung wie fiir die kolori- 
metrische Bestimmung der Wasserstoffzahl wurden sie unter fliissigem 
Paraffin mit destilliertem Wasser auf das dreifache Volumen verdiinnt. 
Die kolorimetrische Bestimmung wie die Messung mit Chinhydron erfolgte 
unter Abschlu8 durch fliissiges Paraffin, unter das die MeBfliissigkeit 
unterschichtet wurde. 

Die Wasserstoffzahlen wurden im strémenden Wasserstoff mit der 
Universalelektrode von Wulf-Kordatzki gemessen. Potentiometer von 
Lautenschlager (Mikroionometer). Gesittigte Kalomelelektrode, die mittels 
Standardacetat geeicht wurde. Doppelmessungen mit verschiedenen 
Elektroden, die um héchstens 0,5 Millivolt voneinander abwichen. 

Die wenigen Messungen mit stehender Wasserstoffblase wurden mit 
der ausgezeichneten Spritzenelektrode von Hdbler ausgefiihrt. 

Die Messungen mit Chinhydron erfolgten in Tiegeln aus pordsem 
Porzellan nach Wulff-Kordatzki und blanken Platinelektroden; in n/10 
Pufferlésungen ergab sich konstant ein Diffusionspotential von + 1,5 Milli 
volt (+ 0,5 Millivolt) gegeniiber dem mittels der Wasserstoffelektrode 
gefundenen Wert. Eine entsprechende Korrektur wurde bei allen Chin 
hydronmessungen angebracht. In den Tabellen sind die korrigierten Wert: 
wiedergegeben. Chinhydron pro analysi von Schering-Kahlbaum. 
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Die kolorimetrische Messung geschah nach den Angaben von Micha- 
¢lis (19) im Walpoleschen Komparator. In den eiweiBhaltigen Harnen wurde 
der EiweiBgehalt errechnet aus der Differenz der kjeldahlometrisch er- 
mittelten Stickstoffwerte vor und nach EnteiweiBung durch Zusatz von 
4 Volumenteilen 10°,iger Trichloressigsiure (lg N = 6,25g EiweiB). 
In den Versuchen mit EiweiBzusatz wurde Blutserum verwandt, dessen 
KiweiBgehalt aus dem Refraktometerwert nach Leiss geschatzt wurde. 
Als Pufferlésung diente das Phosphatgemisch von Clark und Lubs [Clark (10)] 
in verschiedenen Konzentrationen. 


IV. 

Der Kohlensaurefehler der Wasserstoffelektrode mit strémendem 
Wasserstoff wird aus Tabelle I und der zugehérigen Abb. 1 deutlich. 
Zur Erganzung kénnen die 36 Bestimmungen der Tabelle IX in ikteri- 
schen Harnen herangezogen werden, welche weitere Werte zwischen 
pu 6,0 und 7,0 enthalten. 

Tabelle I. 


EiweiBfreie Harne. Temperatur 18°. 





Kolori- Chin- 
metrie hydron 


Kolori- Chin- 
metrie hydron 


PH Pu PH Pu 


4,90 4,86 
5,10 ; 5,11 
5,20 5,19 
5,30 5,30 
5,35 5,32 
5.35 BE 5.35 
5.60 5,56 
5.65 5.61 
5,95 5,79 
6.05 6,11 
6.05 5,95 
6,30 6,29 
6,50 6,51 
6.85 6,96 
7,20 7,50 
7,20 7,55 
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Abb. 1. 
Abweichung der mit strimendem Wasserstoff (x) und mit der Chinhydronelektrode (O) er- 
mittelten Werte von der kolorimetrisch bestimmten Wasserstoffzahl in eiweiBfreien Harnen. 
Die Null-Linie entspricht dem kolorimetrisch ermittelten Wert. 
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Es zeigt sich bis px 6,5 ausreichende Ubereinstimmung, von gelege: 
lichen gréBeren, aber unsystematisch verteilten Fehlern der kolorimetrisc} 
Ablesung abgesehen. 

Oberhalb py = 6,5 gibt die Wasserstoffelektrode mit strémend 
H, im Vergleich mit den beiden anderen Methoden systematisch 
alkalische Werte. Die GréBe der Abweichung (bis zu A py = 0,57) ste! 
jedoch nicht in einfacher Abhangigkeit von der Wasserstoffzahl, ei: 
Tatbestand, der dadurch erklart wird, daB hier neben dem System 
CO,/Bicarbonat die Konzentration nicht fliichtiger Puffersiuren und 
Basen bedeutsam wird. 

Die Chinhydronelektrode gibt mit dem kolorimetrischen Ver- 
fahren in eiweiBfreien Harnen bis zu py = 7,7 identische Ergebnisse, 
was mit den wenigen Messungen von Schaefer und Schmidt (20) iiber- 
einstimmt. 

Dariiber wird die Potentialeinstellung unsicher unter gleichzeitige: 
starker Braunférbung. Das entspricht annahernd den Erfahrungen mit der 
Chinhydronelektrode in anderen Lésungen. 


An die Spitze der Untersuchungen in eiweibhaltigen Harnen seien 
Modellversuche mit Pufferlésungen verschiedener Konzentration und 
Zusatz von Serumeiweib gesetzt, die in den Tabellen IT bis IV zu- 


sammengefaBt sind. 
Tabelle II. 
Mit Eiwei8 versetzte Natriumphosphatpuffer. 
0,16n Natriumphosphatpuffer. 0,08 n Natriumphosphatpuffer. 
Temperatur 18°. Temperatur 18°. 





1 2 3 1 2 3 
EiweiBb- oe Chin- a Eiweib- "ae Chin- Saad 
gehalt Gaskette hydron Differenz gehalt Gaskette hydron Differe nz 
g-9 0 Pu g-° 0 Pu 
a 5,75 Wi — 5,76 5,75 - 
0,33 5,80 5,8 - 0,33 5, 5,82 — 
0,66 5,91 5,92 — 0,01 0,66 ), 6,00 + 0,01 
1,32 6,01 3,08 — 0,02 1,32 15 6,12 + 0,03 
0,04n Natriumphosphatpuffer. 0,02 n Natriumphosphat puffer. 
Temperatur 18°. Temperatur 18°, 





1 2 3 1 2 3 


Chin- ‘ RiweiB- | o... 1, Chin- _ 
hydron bites gehalt | Gaskette hydron Differenz 


EiweiB- 
gehalt 


£-%o Pu g-°lo | PH PH 


Gaskette 


Se 5,75 —_ — 5,73 5,73 - 
0,33 3, 5,84 + 0,03 0,33 6,01 5,99 + 0,02 
0,66 6,08 - 0,66 6,46 6,50 — 0,04 
1,32 6,34 + 0,02 1,32 6,75 6,77 — 0,02 
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Tabelle Ill. 


0,16n Natriumphosphatpuffer. 
Temperatur 17°. 


Mit EiweiB versetzte Natriumphosphatpuffer. 


0,04 n Natriumphosphatpuftfer. 


Temperatur 17°. 





Eiweib- 
vehalt 


oC 


9 


Gaskette 


Pu 


3 
Chin- 
hydron 
Pu 
6,80 
6,86 
6,90 

6,92 


Differenz 
» 


— 001 
— 0,01 


gehi 


g-! 


0.3 
0,7 
1,4 





Eiweib- 


2 3 
7 Chin- 
alt Gaskette hydron 


0 Pu Pu 


Differenz 
9 ‘ 


6,80 
5 6.84 
1 6,98 
1 7,15 


6,80 
6,90 
6.95 
7,09 


0,06 
+ 0,03 
+ 0,06 


0,02n Natriumphosphatpuffer. 


Temperatur 17°. 





Eiweib- 
gehalt 
g-° 


0,35 
0,71 
1,41 


9 


Gaskette 
PH 
6,82 
7,01 
7,15 
7,38 


3 


Chin- 
hydron 


PH 


6,82 
6.97 
7,01 
7,23 


Differenz 


+ 0,04 
+ 0,14 
+ 015 


Tabelle IV. Mit Eiweils 


versetzte Natriumphosphatpuffer. 


0,16n Natriumphosphatpuffer. 
Temperatur 17°. 


0,08n Natriumphosphatpuffer. 
Temperatur 17°. 





1 2 3 


Eiweib- 
gehalt 


Chin- 
hydron 


PH PH 


Gaskette Differenz 
2 3 


— 7,18 
0,35 7,23 
0,71 7,25 
1,41 7,29 


+ 0,01 
+ 0,02 
' + 0,05 
0,04n Natriumphosphatpuffer. 
Temperatur 17°. 


2 3 


Eiweib- 
gehalt 


Chin- 
hydron 


g-%/o PH PH 


jaskette Differenz 


— 


,20 -~ 

25 + 0,06 
27 + 0.07 
,29 + 0,19 


0.35 
0,71 
1,41 


7 
7 
7 
7 


im 9 Go 0 
ake 


0,02n Natriumphosphatpuffer. 
Temperatur 17° 





2 3 


Eiweib- Chin- 


hydron 


Pu PH 


Gaskette Differenz 
2—3 


7,20 
7,32 


7,43 
7,65 


20 - 

5 + 0,07 
30 + 0,13 
,B8 + 0,27 


“I=1-) ~) 





2 3 


Eiweib- 
gehalt 


Chin- 
hydron 


g-' PH Pu 


raskette Differenz 
_. = 


— 7.06 
0.35 é 7,29 + 0,02 
0.71 4: 7.32 + O11 
1,41 7,50 + 0.31 
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Hier wird die Chinhydronmessung mit den Standardwerten der 
Wasserstoffelektrode verglichen. 

Die Tabellen zeigen naturgemaéB stets eine Verschiebung der Reaktiv. 
entsprechend dem Zusatz des starker alkalischen Serums und in Abhangiy 
keit von dessen Menge. 


Sie zeigen weiterhin in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von 
Kolthoff eine Abhangigkeit des EiweiBfehlers von der Reaktion. Ober. 
halb py = 6,5 — die genaue Festlegung der Grenze in Pufferlésungen 
liegt auBerhalb der hier gestellten Aufgabe — gibt die Chinhydron. 
elektrode zu saure Werte. 

Die GréBe des Fehlers ist, wie erwartet, abhangig von der Eiweii 
konzentration, wachst aber auch, was fiir die Beurteilung der Verhaltniss: 
im Harn wesentlich ist, mit sinkender Pufferkonzentration. 

In den Tabellen V bis VII sind die Ergebnisse bei Zusatz von 
SerumeiweiB zu eiweibfreien Harnen wiedergegeben. Als Standard. 
vergleichsmethode diente dabei das kolorimetrische Verfahren. 

Die Abweichungen der kolorimetrisch ermittelten Werte von de: 
Chinhydronwerten sind in diesen Harnen vor Eiwei8zusatz zum Teil nicht 
unbetrachtlich, jedoch unsystematisch héher oder niedriger liegend un 
damit als Ablesungsfehler gekennzeichnet. In den mitunter stark farbstofi 
haltigen Harnen wird auch bei groBer Ubung kein gleich gutes Ergebnis 
erreicht wie in fast oder véllig farblosen Lésungen. 

Vollig eindeutig ist demgegeniiber die durch EiweiBzusatz bewirkt: 
Verainderung. Sie bewirkt in allen Harnen ausnahmslos eine Abweichung 


Tabelle V. 


Mit EiweiB versetzte Harne. 





1 2 3 4 5 6 
MeBmethode oe) ae. Differenz | Differenz —Differenz | Kiweis 
zusatz zusatz ae ‘ 1 b a gehalt 
PH Pu | 8-%lo 

la Kolorimetrie || 5,00 5,50 + 0,50 _ nar 0.31 
b Chinhydron | 538 | 546 | +008 0,38 | +008 | O31 
2a Kolorimetrie | 5,00 5,50 + 0,50 — 0.19 + O11 0,31 
b Chinhydron 5,19 5,39 +0,20 , , 0,31 
3a Kolorimetrie 5,25 5,60 + 0,35 ae 0,33 
b Chinhydron | 528 | 544 | 40,26 0,03 | +006 | 033 
4a Kolorimetrie | 5,45 5,70 + 0,25 vi 4010 | 033 
b Chinhydron 5,45 5,60 | +0,15 0,33 
5a Kolorimetrie | 640 | 6,65 | + 0,25 ; o7 | 0,31 
“b Chinbydron |, 6.25 | 638 | +013 | +%!O | +977 | 0.31 

Mittel: —0,09 | +0,12 | 








der 
den 
saur 


kon; 
gem 
Eiw 








erten der 


Reaktiv, 
Abhangiy 


issen Von 
n. Ober 
rl6sungen 
nhydron. 


r Eiweils 
rhaltniss: 


satz von 


tandard 
en. 
von de: 


eil nicht 
rend un 
‘arbstoft 
Ergebnis 


bewirkt: 
reichung 


6 
Eiweif 
gehalt 
g-"Jo 
0,31 
0,31 
0,31 
0,31 
0,33 
0,33 
0,33 
0,33 
0,31 
0,31 
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Tabelle VI. 


Mit EiweiB versetzte Harne. 








1 2 3 4 5 6 
> y i 
Mebmethode mM mm , Differenz Differenz Eiweib- 
. . 4 Differenz 1 9 rehalt 
zusatz zusatz 9—] ud i. gene 
PH PH > 7 g-' 
a Kolorimetrie 4.85 5,55 + 0,70 0,64 
ne ‘ re, goin — 0, 0,12 - 
b Chinhydron 495 | 543 +0,48 10 | +0, 0.64 
’a Kolorimetrie 5,00 5.50 + 0,50 i ' 0.64 
F > md graf ~ ma — 01! 0.10 ‘ 
) Chinhydron 5,15 5,40 + 0,25 os +9! 0,64 
3a Kolorimetrie 5,20 5,90 + 0,70 > , 0,64 
; 7 hp ’ — 0.20 0.2 ; 
b Chinhydron 5,40 5,62 + 0,22 0, +o 0,64 
4a Kolorimetrie 5,70 6,25 + 0,35 a 4 0.26 0,66 
b Chinhydron 5,70 5,99 + 0,29 dis ag 0,66 
1a Kolorimetrie 6,35 6,55 + 0,20 i 0.66 
: im pe O11 + 0.19 - 
b Chinhydron 6,20 6,36 + 0,16 + 0,15 t 0,1 0,66 
Mittel: — 0,06 + 0,21 
Tabelle VIJ. 
Mit EiweiB versetzte Harne. 
1 2 3 q 5 6 
MeBimethode Bones re _.m Differenz Differenz Eiweif 
Liweib . Differenz 1 ° wohalt 
zusatz zusatz 2 ae a b — 
PH Pu ; g- 
la Kolorimetrie 4,95 5,90 + 0,95 _ 0.28 4. 0,29 1,15 
b Chinhydron 5,23 5,61 + 0,37 , 1,15 
2a Kolorimetrie 5,15 6,15 + 1,00 ' 1.15 
: - rae oe - 0.0 0.¢ a 
b Chinhydron 5,19 5,51 +. 0,32 0,04 + 0,06 1,15 
3a Kolorimetrie 6,20 6,65 + 0,45 . 1,17 
. ~ > Os ¥ 0, 2¢ + 0,42 Ad 
b Chinhydron 504 | 623 | +029 | +926 | +04 117 
da Kolorimetrie 6,30 6,50 + 0,20 + 0.26 + 0.29 1,15 
b Chinbydron 6,04 6,21 + 0,17 1,15 
5a Kolorimetrie 6,50 7,30 + 0,80 ae 1,17 
: » 06 yo 0,02 0.48 ps! 
b Chinhydron 6,45 6,82 + 0,37 + : +04 1,17 
Mittel: + 0,05 + 0,42 


der Chinhydronelektrode nach der sauren Seite hin; im Gegensatz zu 
den Beobachtungen in Pufferlésungen wird der Fehler auch schon bei 
saurer Reaktion (um py = 5,0) deutlich bemerkbar. 


Er ist, wie die Mittelwerte deutlich erweisen, abhingig von der EiweiB- 


konzentration — sie wurde innerhalb der in pathologischen Harnen an- 
gemessenen Grenzen von 3 bis 10°/), variiert und kann bei gréBerem 


EiweiBgehalt sehr betrachtlich ins Gewicht fallen. 
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Die Befunde an pathologischen, von Natur aus eiweiBhaltige 
Harnen, wie sie in Tabelle VIII und Abb. 2 zusammengefaBt sind 
scheinen jedoch zu zeigen, daB der Fehler der Chinhydronelektrod 
bei starker saurer Reaktion — und wohl geringerem EiweiBgehalt 
keine Rolle spielt. Erst oberhalb pg = 6,5 — zwischen py = 6,0 und 6.5 
standen eiweibhaltige Harne von erheblicherem Eiweibgehalt nicht 
zur Verfiigung gewinnt hier der EiweiBfehler des Chinhydrons aus 


schlaggebende Bedeutung. 
Tabelle VIII. 


EiweiBhaltige Harne. Temperatur: 18°. 





Kolori- | Chin- k Eiweib- Kolori- Chin-  ,,. s‘kette Eiwei 
Nr metrie | hydron askette gehalt 7 metrie hydron “@Skette  gehalt 


PH PH £-9/o PH g-! 


4,81 4,78 7 9: A6 
4,67 4,69 5 7,25 ,2: 58 0,45 
4,79 4,80 i ), 76 
4,92 4,88 7,45 7,é 53 0,20 
5,04 4,93 0,28 5 sae 93 
5.36 | 5,26 bt 37 90 1,60 
5,32 5,35 0,06 7,98 
5.31 5,45 8 8.00 
5,64 5,49 : 8,09 
5,62 5,57 7, - 8,14 
5,64 5,63 0,31 A — 8,05 
6,81 6,92 5 7,95 - 8.19 
6,92 7,17 0,39 26 7,92 8,43 


whore 


CODW-1P or 


nore 





hh pet ee 
~ 





ty 
> 
_— 


xa 


ReSaR2 Ps 8 ae I, 


"+ 
x 





a aay RL 
SRE SRR 


S 
.s 





Abweictung der Whsserstoficah/: 
g 


35 55 $7 39 67 GF G5 67 GI G7 
Wasser stofzah/ 
Abb. 2. 
Abweichung der mit strimendem Wasserstoff(x) und mit der Chinhydronelektrode (QO) e1 
mittelten Werte von der kolorimetrisch bestimmten Wasserstoffzahl in eiweibhaltigen Harne: 
Die Null-Linie entspricht dem kolorimetrisch ermittelten Wert. 


P 
<~—) 
N 
ok 
Ss 
Sr 

“ 


Etwa an gleicher Stelle verliert, wie auch in eiweiBfreien Harnen, di: 
Wasserstoffelektrode mit str6mendem H, infolge des CO,-Fehlers ihr 
Anwendungsméglichkeit. Hier weichen dann die Werte der Chinhydron 
elektrode systematisch nach der sauren, die der Wasserstoffelektrode nac!} 
der alkalischen Seite ab, so daB in diesem Bezirk nur die kolorimetrisch: 
Methode anwendbar ist, wenn man nicht von einer Elektrode mit stehende: 
H,-Blase Gebrauch macht. 
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altige Dies letztere Verfahren, die Messung mit stehender Wasserstoff- 

t sind blase, ist daher das einzige, welches fiir stark farbstoffhaltige, vor allem 

*ktrod fiir ikterische Harne im alkalischen Bereich in Frage kommt. 

halt 

ind 6.5 
nicht 


In Tabelle IX sind 36 Messungen an stark ikterischen Harnen zu- 
sammengestellt, welche infolge ihrer Farbung eine kolorimetrische 
Bestimmung nicht erlaubten. Es ergibt sich gute Ubereinstimmung 


ns aus 
in den mit der Chinhydronelektrode und der Wasserstoffelektrode mit 


stromendem H, erhaltenen Werten bis pu = 6,5. 


ae Tabelle 1X. 
Eiwei 


gehalt 


Stark gallenfarbstoffhaltige Harne. Temperatur 18,5 bis 20°. 





g-! 
Winserees®. Wasserstoff- 
Chinhydron- élemiwnds wit elektrode mit Bemerkungen 


A : A « » > > ay 
0,45 elektrode ctxtenendem Yi. stehender 
3 Gasblase 


5,62 KiweiB: Spur 
5,69 
5,71 
5,67 


5.86 

5,86 

5.88 

5,90 

5,94 

5,97 

6,02 

6,04 

6,04 

6.06 

2 6,09 

(O) er 6.11 
Harne! 6.12 
6,36 

: 6,39 

n, di 29 6.47 
; ihre 30 6.61 
dron 31 6,67 
32 6,73 
33 6.74 
34 6,81 
endet 35 6.99 
36 7,00 
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Uber pu 6.5 hinaus werden die im strémenden H, gemessene) 
Zahlen zu alkalisch, waihrend mit stehender Wasserstoffblase auch hie 
gute Ubereinstimmung erzielt wird. 

Die erérterten Ergebnisse der Untersuchungen iiber die Brauchba 
keit der verschiedenen Verfahren zur Messung der Wasserstoffzahl im 
Harn lassen sich iibersichtlich in Form einer Tabelle als Gebrauchs 
vorschrift zusammenfassen : 


Tabelle X. 
Brauchbarkeit verschiedener Verfahren zur Messung der Wasserstoffzal 


des Harns. 





Brauchbare Unbrauchbare 
Py Bereich Optimale Methode Methode Methode 


I. Eiweibfreie Harne. 





uoter 6,5 = Wasserstoffelek- | Chinhydron- 
ae trode mit stré- elektrode; 
S23 mendem Hy, Kolorimetrie 
— © ® 

6,5—7,5 =? Chinhydronelek-  Kolorimetrie Wasserstoffelektrode 
Es 3 trode mit strémendem H 
o = Ss 

a © ne OS » i - = 

iiber 7,5 Se Kolorimetrie -- Wasserstoffelektrode 

=z mit strémendem Hy): 
§ Chinhydronelekt rode 


Il. Eiweibhaltige Harne. 


unter 6,5 Wasserstoffelek-  Chinhydron- — 


trode mit stré- elektrode; 
mendem Hy, Kolorimetrie 
aber 6,5 Kolorimetrie - Wasserstoffelektrode 


mit stromendem H 
Chinhydronelektrode 





Wasserstoft- 
elektrode mit 
stehender Gas- 

blase 


IlI. Stark gefarbte Harne* 


unter 6,5 || W asserstoffelektrode - Kolorimetrie 
mit stromendem Hy, 

| oder mit stehender 

| 


Gasblase: Chinhy- 
} dronelektrode 
ce F 4 i . - 
iiber 6,5 Wasserstoffelektrode _- W asserstoffelektrode 
mit stehender Gas- mit strémendem H, 
blase Chinhydronelektrode 


Kolorimetrie 


* Mit Ausnahme der durch Abfiihrmittel der Anthracengruppe eintretenden Harnfirbung 
sind diese Harne meist eiweibhaltig. 


Die angefiihrten Zahlen stellen naturgemaB keine scharfe Grenze dar. 
sondern bezeichnen einen Bezirk, innerhalb dessen die Messung unsiche! 
wird. Entsprechend dem Charakter der Tabelle als Arbeitsvorschrift sind 
sie so vorsichtig angesetzt, daB innerhalb des angegebenen Bereichs mit 
Sicherheit zuverlassige Werte erhalten werden. Vielfach wird das Ergebnis 
auch noch etwas iiber die angegebene Grenze hinaus brauchbar sein. 
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Uber die Verteilung 
des Zuckers zwischen Blutzellen und Plasma. II. 
Von 
Martin Jacoby und Helene Friedel. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
Berlin.) 


(Eingegangen am 11. April 1952.) 


In der vorigen Mitteilung! hatten wir untersucht, inwieweit die 
Verteilung des Zuckers zwischen Blutkérperchen und Plasma von de1 
Reaktion abhangig ist. Stets fand sich nur der kleinere Teil des Blut- 


zuckers in den Zellen, niemals mehr als 30%. Die Aufnahmefahigkeit 
der Blutzellen fiir Zucker scheint begrenzt zu sein. Bei saurer Reaktion 
ist die Zuckerkonzentration der Blutzellen nach Zuckerzusatz zum 
Gesamtblut im allgemeinen kleiner als bei neutraler Reaktion. Das 
erklart sich im wesentlichen durch die Zunahme des Zellvolumens bei 
saurer Reaktion. Die Zunahme des Zellvolumens kommt durch Wasser- 
aufnahme ohne gleichzeitige Zuckeraufnahme zustande. 

Es wurde in Aussicht gestellt, zu untersuchen, wie sich Blut verhalt, 
das bereits wahrend des Lebens in den hyperglykimischen Zustand 
iiberfiihrt worden ist. Uber diese Versuche wird in dieser Mitteilung 
berichtet. 

Methode. 

Im allgemeinen gingen wir so wie in der ersten Mitteilung vor. Diesma! 
lieBen wir die Kaninchen zunachst 20 Stunden hungern. Dann brachten 
wir ihnen mit der Schlundsonde 20 g Glucose, in 15 cem Wasser gelést, bei 
Nach 25 Minuten wurden etwa 18 ccm Blut aus der Carotis entnommen und 
in einer Schale aufgefangen. in welcher sich 7,5 mg Heparin in 1 cen 
0,85°.iger Kochsalzlésung befand. Es schien uns, als ob sich fiir dies 
Versuche das arterielle Blut besser eignet, weil die Entnahme aus de! 
Carotis sich schneller als aus der Ohrvene bewerkstelligen l48t. Das in dir 
Schale tropfende Blut wurde auch diesmal sorgfaltig mit der Heparin 


lésung gemischt. Es wurden Portionen von je 5cem Blut abgemessen, }« 
££ , 


' Diese Zeitschr. 244, 357, 1932. 
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m der Phosphatlésungen hinzugetan, so da dann die Blutproben 
nen '/;, mol. Phosphatgehalt von px 6.4, pq 7,18 und pu 7,38 hatten. 

10 Minuten nach dem Phosphatzusatz wurden die Proben fiir die Blut- 
vuckerbestimmungen und fiir den Haimatokriten entnommen. Ferner wurde 
las Blut fiir die Plasmagewinnung zentrifugiert. 


Ergebnisse. 
In Tabelle I geben wir die direkt beobachteten Werte wieder: 


Gesamtblutzucker, Plasmazucker und die Hamatokritwerte. 


Tabelle J. 





Gesamt-Blutzucker Plasmazucker Himatokrit wert 


168 199 54.5 
170 191 31 
169 191 39 
239 276 33 
937 260 30.5 
234 260 30 
‘it die ‘ 145 167 35 
ym der : 148 171 82 
Blut- 148 164 32 
ligkeit 169 174 29 
al-¢: 167 168 
aktion 167 172 
, Zum : 169 195 
Das 7,18 172 195 
ns bei 171 197 
asser- , 190 16 
192 211 
189 209 
rhalt, a a 
, 247 262 
stand ” 243 266 
eilung 38 242 268 
241 
245 
247 
esmal 204 29 5 
-hte : 2 228 29,0 
chten 207 2 28 
t. bel 7.3 206 = 27.5 
n und b 
] cen = 28 
: 22 24: 26 
or t 7.38 999 yA i 25 
s aer 


in div 
arin 


Aus der Tabelle I wurden dann die weiteren Zahlen berechnet, die 
n, je in der Tabelle IT zusammengefaBt sind. Wiederum wurde zunachst 
die absolute Verteilung des Zuckers auf das Plasma und die Zellen 
ermittelt, woraus sich dann der prozentuale Anteil der Verteilung 
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ergibt. SchlieRlich wurde die Zuckerkonzentration der Zellen und 
Plasmas nebeneinandergestellt. 

Aus den beiden Tabellen ist zu entnehmen, daB auch Blut, da 
vivo hyperglykamisch gemacht worden ist, sich ebenso verhalt 


Tabelle LI. 





Absoluter °') Verteilung Zuckerkonzentra 
Zuckerwert in des Zuckers auf mg-°), Zucker 


Zellen Plasma Zellen Plasma Zellen Plas 
130 
132 
134 


110 
122 
117 


ho be be 
o> WW tye 
“100 


185 163 
180 187 


182 173 


64 é 108 55 74.2 106 
7,18 32 116 21, 78, 100 
7,38 F 111 25, 75, 115 
44 123 158 
7,18 5 122 164 
7,38 126 154 
6.4 128 118 
7,18 : 134 122 
7,38 138 110 
6,4 : 156 7S 32, 124 
7,18 i 158 : 32. 136 
7,38 : 155 7,9 2, 133 
6,4 ) 187 24: 5, 210 
7,18 8 195 t 80,: 181 
7.38 198 .e 1, 169 
6,4 E 187 22, 77,6 158 
7,18 ; 194 20,! 79, 159 
7.38 f 192 22: : 174 
6.4 ‘ 161 144 
7,18 163 157 
7,38 } 160 167 
6,4 180 146 
7,18 179 173 
7,38 j 176 181 
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Blut, dem man in vitro Zucker zugesetzt hat. Einmal weist auch hic: 
das Blut bei saurer Reaktion das gréBte Blutzellenvolumen auf. Ferne: 
konnte die zweite friiher beobachtete RegelmaBigkeit unter den neuen 
Versuchsbedingungen wieder festgestellt werden. Wiederum war 1 
der Mehrzahl der Faille (8: 10) bei saurer Reaktion die Zuckerkonzentra 
tion der Zellen kleiner als bei neutraler Reaktion. 
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und In Tabelle II] geben wir die Zahlen, welche das Verhaltnis der 
Konzentrationen bei saurer zu denen bei neutraler Reaktion 
zeichnen. 
alt wir Tabelle Il. 
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Zusammenfassung. 


Bei hyperglykamischen Tieren auBert sich der EinfluB der Reaktion 
if 


wif die Zuckerverteilung im Blute ganz entsprechend wie bei nach- 
traglichem Zuckerzusatz zum Blute. Bei saurer Reaktion ist das Zellen- 
‘olumen gréBer, die Zuckerkonzentration der Zellen geringer. 
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Die Léslichkeit des Cholesterins in Lésungsmittelgemischen. 


Von 


J. Weichherz und H. Marschik. 
(Aus dem Chemisch-Pharmazeutischen Institut Moskau.) 
(Eingegangen am 12. April 1952.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Im Zusammenhang mit noch nicht veréffentlichten Untersuchunge: 
iiber cholesterinhaltige Emulsionssysteme, welche fiir die Zellpermeabili 
tatsprobleme von Bedeutung sein dirften, war es erforderlich, i 
Loéslichkeit des Cholesterins in verschiedenen Lésungsmittelgemische: 
zu bestimmen. Da die hierbei gewonnenen Ergebnisse von allgemeinen 
Interesse sein kénnten, teilen wir sie hier getrennt mit. 

Es wurden folgende Gemische untersucht: 1. Athylalkohol— Wassv 

2. Dioxan—Wasser, 3. Dioxan—Athylalkohol, 4. Benzol—Hexan 
5. Benzol—Athylalkohol, 6. Hexan-Athylalkohol, 7. Hexan— Dioxan = 
Die kauflichen Lésungsmittel wurden durch Entwasserung mitt: 
metallischem Calcium bzw. Natrium und wiederholter Fraktionierung 
gereinigt. Beziiglich der Reinigung des kauflichen Dioxans verweisen w 
auf die Untersuchungen von Herz'. 

Die Bestimmung der Léslichkeit erfolgte bei 20°C im Thermostat: 
dadurch, daB die Gemische in Erlenmeyer-Kolben mit eingeschliffene: 
Stopfen mit Cholesterin gesattigt wurden, worauf der Riickstand «: 
klaren Lésung durch Abdampfen und Trocknung bei 100°C bestinu 
wurde. Die gelésten Mengen berechneten wir auf 100 g¢ Lésungsmitt: 
gemisch. Die Messungsergebnisse sind in den nachfolgenden Tabelle: 
bis VIII zusammengefaBt 


Tabelle I. 
Athylalkohol — Wasser (Abb. 1, Kurve 1). 





g Cholesteri: 


Alkohol Wasser 
= sc eaeailiie ie acai a il gelist in 
Gew.-9/9 Molbruch Gew.-9/, Molbruch 100g Gemisc! 
100,00 1,0000 0 0 1,5524 
76,53 0,5606 23,47 0.4394 0,1629 
55,15 0.3248 44.85 0,6752 0,0207 


1 W. Herz, Zeitschr. f. physik. Chem. A 140, 406, 1929. 
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Tabelle 11. 
Dioxan — Wasser (Abb. 1. Kurve 2). 
Dioxan Wasser g Cholesterin 
gelost in 
Gew.- Molbruch Gew Molbruch 100 ¢ Gemisch 
100.00 1.0000 0 0 11,2588 
80.83 0.4631 19,17 0.5369 0.8589 
60.72 0.2403 39,28 0.7597 0,0291 
Tabelle 111. 


Dioxan 


Athylalkohol (Abb. 1, 


Kurve 3). 





gz Cholesterin 











Dioxan Athvlalkohol 

gelost in 

Gew.- Molbruch Gew.- Molbruch 100 g¢ Gemisch 
100,00 1.0000 0 0 11.2588 
84,12 0.7346 15.88 0.2654 8.9430 
65,93 0.5029 34,07 0.4971 6.8794 
46,33 0.3247 53.67 0.6753 5.1172 
24.42 0.1443 75,58 0.8557 3.2413 
0 0 100.00 1.0000 1.5524 

Tabelle 1V. 
Benzol — Dioxan (Abb. 2. Kurve 2). 

Benzol Dioxan gx Cholesterin 
gelost in 

Gew.-' Molbruch Gew Molbraeh 100 ¢ Gemisch 
100,00 1.0000 0 0 14.2449 
87,24 0.8853 12,76 0.1147 16,8454 
77,29 0.7970 22.71 0.2030 18.8614 
55,93 0.5888 44.07 0.4112 19,2046 
36,19 0.3991 63.81 0.6099 16,2642 
0 0 100,00 1.0000 11,2588 

Tahelle V. 
Benzol —Hexan (Abb. 2. Kurve 1). 

Benzol Hexan g Cholesterin 
gelost in 

Gew.-°), Molbruch Gew.- Molbruch 100 ¢ Gemisch 
100,00 1.0000 0, 0 14.2449 
83,83 0.8510 16.17 0.1490 19.5527 
76,54 0,7826 23.46 0.2174 22,0439 
66.06 0),6822 33,94 0.3178 21,1094 
46,20 0,4865 53.80 0.5135 16.0599 
24.35 0.2621 75.65 0.7379 7.6756 
0 0 100.00 1.0000 1.9237 


a) * 
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Tahe lle | /. 
Athylalkohol Hexan (Abb. 3, Kurve 2 





Athylalkohol Hexan g Cholesterin 
gelost in 


' Molbruch Mo Molbruch 1) g Gemisch 
100.00 1.0000 0 0 1.5524 
82,68 0.8993 17,32 0.1007 6.4291 
63,83 0.7674 36,17 0.2326 15,8880 
43.81 0.5931 56,19 0.4069 23,9777 
22.39 0.5504 77.61 0.6496 22.5148 
0 0 100,00 1.0000 1.9237 


Tabelle VII. 
Athylalkohol — Benzol (Abb. 3, Kurve 





Athylalkohol Benzol g Cholesterin 


gelist in 


Gew.-9 9 Molbruch - Molbruch 100g Gemisch 


100,00 1.0000 0 0 
78.50 0.8609 21.50 0.1391 
57,74 0,6984 42,26 0.3916 
47,42 0.6045 52.58 0.3955 
37,73 0.5066 62,27 0.4934 28,6971 
23,25 0,3407 76,75 0,6593 32.6185 
18,49 0.2777 81.51 0,7223 33,2489 
9.19 0.1469 90,81 0.8531 26,3662 
0 0 100.00 1.0000 14.2449 


Tabelle VIII. 
Dioxan— Hexan (Abb. 3, Kurve 3). 





g Cholesterin 
: gelést in 
Gew.-9 |, Molbruch - Molbruch 100g Gemisch 


Dioxan Hexan 


100,00 1.0000 0 0 11,2588 
82,08 O,8174 17,92 0.1826 26,3415 
60,67 0.6012 39,33 0.3988 33,0814 
43,05 0.4250 56.95 0.5750 31,2329 
33.50 0.3305 66,50 0.6695 24,2723 

0 0 100.00 1.0000 1,9237 


Sowohl die Tabellen als auch die graphischen Darstellungen der 
Ergebnisse zeigen, dab die Léslichkeit nicht additiv verlauft. Wiabhlt 
man als Abszisse die Molbriiche und tragt als Ordinate die von 100 g 
Lésungsmittel gelésten Mengen an Cholesterin auf, so ergibt sich fiir 

Athylalkohol— Wasser). , : : 

ae eo loin stark negativer Verlauf (Abb. 1), 

Dioxan - Wasser | 
Dioxan —Athylalkohol ein schwach positiver Verlauf (Abb. 1). 
Dioxan — Benzol | 
Benzol—Hexan | 
Benzol — Athylalkohol 
Athylalkohol — Hexan 
Hexan  Dioxan 


ein stark positiver Verlauf mit Maximum (Abb. 2). 


| ein positiver Verlauf mit sehr hoch liegendem 
j Maximum (Abb. 3). 
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Das Maximum der letzten drei Gemische liegt auBerordentlich hoch 
ind betragt das Vielfache der Léslichkeit in den reinen Komponenten 


Die Maxima liegen bei den Molverhaltnissen 


3:1 fiir Benzol—~ Hexan. 
oe Dioxan — Benzol. 
732 Benzoi — Athyvlalkohol, 


2:3 ., Athylalkohol —~ Hexan., 
] 


Hexan— Dioxan. 


Die qualitative Deutung dieses Verhaltens des Cholesterins bzw. des 
Losungsmittelgernische ist mangels exakter Kenntnisse tiber die inneren 
Vorgange bei dem LoésungsprozeB vorlaufig nicht mdglich. Aus diesem 
(runde wurde es auch unterlassen, die in der Literatur vielfach beschriebenen, 
ther theoretisch unbegriindeten Formeln! fiir die Léslichkeit in Gemischen 


7 j ru? 
GJ ¢ holesterin 
nS 











&} 
6 
A B 
- I Henan - benzo 
2} ZT Loran - Benzo 
a a ae aa ee | 
Mo/A 
7 8 a6 a+ 4 Y 
Mo/ 8 
Abb. 1 Abb. 2 
hier anzuwenden. Auch wurde es vermieden, mit Hilfe irgendwelcher 


Annahmen tiber die gegenseitige Solvatation der Lésungsmittel die Ab 
weichungen von der Additivitat quantitativ zu erfassen, da dies ohne Will 
kiirlichkeit beziiglich der Molverhaltnisse nicht méglich ware. Des weiteren 
wurde zunachst auch davon abgesehen, die Kurven mit ebenfalls willkii 
lichen quantitativen Annahmen iiber eine etwaige Solvatation des gelésten 
Cholesterins durch Lésungsmittelmolekiile auszuwerten. Es ist ohne weiteres 
anzunehmen, da®B es durch geeignete Wahl der Solvatationsbeziehungen 
durchaus gelingen kénnte, den quantitativen Verlauf der Léslichkeits 
kurven zu erfassen, ohne aber dabei die Sicherheit zu haben, daB tatsachlich 
die Solvatation allein ausschlaggebend ist. Hierbei wiirde noch die weitere 
\nnahme erforderlich sein, daB entweder die solvatisierten LoOsungsmittel 
das Cholesterin oder die Lé6sungsmittel das solvatisierte Cholesterin gerade 


' Val. z. B. Bodlander, Zeitschr. f. physik. Chem. 7, 308, ISL; W. Herz 
Zeitschr. f. anorg. Chem. 41, 315, 1904: 45, 262. 1905; 46. 193. 1905; 52, 
146, 1907; 55, 271. 1907; 58S. 159. 1908; 60. 152. 1909: EB. Angelescu u. 


D. Dumitrescu, Zeitschr. tf. physik. Chem. 132, 217, 1928; 1388, 300. 1928 usw 
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im ertorderlichen MaBe losen. 
Soly 


Wenn aber auch keine Angaben iiber « 
atationsverhaltnisse bekannt sind, so steht doch fest, daB zur quant 


tativen Deutung der Loslichkeitskury 
sowohl die Solvatation der L6sungsmitt: 
molekiile als auch die der Cholesteri: 
molekiile zu beriicksichtigen sein wird 
Nicht auBer acht zu lassen ist die Méc 
lichkeit der Bildung von wohldefiniert: 
Verbindungen zwischen Cholesterin und 
Losungsmittelmolektilen, obwohl bei de: 
von uns benutzten Loésungsmitteln hie: 
fiir keine Anhaltspunkte zu finden ware 
Hingegen konnten wir solche bei Iso 
propylalkohol, Isobutyvlalkohol, n-Amy 
alkohol und Furfurol auffinden. 
Cholesterin lést sich in lsopropy! 
alkohol spielend leicht, aber die Lésun 
gen erstarren nach einiger Zeit zu glas 
d B : klaren Gelen, in welchen sich nur ganz 
benzil -Acthylathoo : Pos : : 
a Aethylahoha allmahlich Kristallisationszentren aus 
Hesan - Dioxan | bilden. Die Gele sind mehrere Wochen 








GG 4G haltbar, bis dann die strahlenformig 
M/A a 

lb uy yg  heranwachsenden Kristallbiischel das 
Mi/ 8 


gesamte Volumen der Lésung ausfiillen 
Abb. 3 


Die mikroskopische Untersuchung et 
gab, dab die Kristalle keine normalen Cholesterinplattchen, sondern sel 
diinne und langgestreckte Kristallfaden sind (Abb. 4). lsobutylalkoho! 
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Loslichkeit 


keine Gele, es entstanden nur stark iibersattigte LOsungen, welche 


h einiger Zeit bei kraftigem Umschiitteln zu Kristallbrei erstarrten. 
Die Kristalle waren den aus [sopropylalkohol auskristallisierten ahnlich 
\bb. 5). Genau so verhielt sich der n-Amylalkohol mit dem Unterschied, 


T 


Abb. 6 





318 J. Weichherz u. H. Marschik: 


da die Kristalle etwas kiirzer und dicker waren (Abb. 6). Die Krist: 
form des aus Furfurol auskristallisierenden Cholesterins ist ebenfai|s 
nadelf6rmig, nur sind diese mehr gedrungen (Abb. 7). Die vorlaufic« 
Untersuchung der Kristalle ergab, daB diese durchweg das entsprechen« 
Losungsmittel gebunden enthalten und beim Erwarmen auf héher 
Temperatur sowohl den Gehalt an Lésungsmittel, als auch ihre Kristal]. 
form verlieren. Wir behalten uns vor, iiber die Zusammensetzung diese 
und noch weiter hergestellten Cholesterinadditionsverbindungen spate 
zu berichten. Immerhin scheinen diese Befunde darauf hinzuweisen 
daB das Cholesterin méglicherweise von anderen, auch hier untersuchten 
Losungsmitteln solvatisiert wird, wenn auch keine stéchiometrisc! 
definierten Verbindungen entstehen. 


Abb. %/. 


Die von uns benutzten Lésungsmittelgemische kénnen in drei 
Gruppen geteilt werden: 

1. Beide Komponenten sind polar; Athylalkohol— Wasser, Dioxan 

Wasser, Dioxan— Athylalkohol. 

2. Nur eine Komponente ist polar: Athylalkohol— Benzol, Athy!- 
alkohol— Hexan, Dioxan— Hexan, Benzol— Dioxan. 

3. Keine Komponente ist polar: Benzol— Hexan. 

Aus den Untersuchungen von Sdnger! wissen wir, daB die Molekula: 


polarisation einer polaren Substanz im Gemisch mit einer nicht polaren 


1 R. Sdnger, Physik. Zeitschr. 27, 165, 1926. 





wure 
be 

gepr 
Losh 
verh 
Han 
Benz 
stutz 
nimr 
erhé! 
kurv 
losur 
dab 

und 

mom 
artig 
lager 
im * 
kurv 
zune} 
Wass 
felde 
' 
anein 
mogli 
quan 
ponet 
stark 
also 1 
man 

den h 
Spure 
temp 
daB 


“ate! 
sen, 
hten 
‘isch 


Loéslichkeit des Cholesterins in Losungsmittelgemischen. 319 


Substanz nicht konstant bleibt, sondern einen positiven oder negativen 
Verlauf, unter Umstanden mit einem Maximum oder einem Minimum, 
av weist. Dieser Befund erlaubt nunmehr in das Verhalten der gelésten 
Dipolsubstanzen einen tieferen Einblick zu gewinnen! und hieraus einige 
Schliisse beziiglich der Léslichkeit von Substanzen in Lésungsmittel- 
gemischen zu ziehen. Dies ist dadurch erleichtert, daB von Sdnger gerade 
ein von uns herangezogenes Gemisch, Athylalkohol-Benzol untersucht 
wurde. Es zeigte sich zunachst, daB die Molekularpolarisation ungefahr 
bei dem Molverhaltnis Benzol-Athylalkohol = 7:3 ein stark — aus- 
gepragtes Maximum aufweist. Unsere Messungen ergaben, da die 
Loslichkeit des Cholesterins in diesem Gemisch ebenfalls bei dem Mol- 
verhaltnis 7:3 ein Maximum aufweist. Uberlegt man sich nunmehr an 
Hand der Polarisationskurven, da® die Athylalkoholdipole in’ der 
Benzollésung sich so aneinanderlagern, dab sie sich gegenseitig unter- 
stiitzen, d. hh. das Kraftfeld der assoziierten Dipole sich verstarkt und 
nimmt man nun noch an, dai diese Art von Aneinanderlagerung eine 
erhéhte Lésungsfahigkeit zu bedeuten hat, so steht unsere Léslichkeits- 
kurve mit der Molekularpolarisationskurve des Athylalkohols in Benzol- 
losung in gutem Einklang. Analog miissen wir demzufolge annehmen, 
da8 die Athylalkohol- bzw. Dioxandipole auch in Hexan bzw. Hexan 
und Benzol verstarkend assoziieren. Haben beide Komponenten Dipol- 
momente, so sind die Verhaltnisse komplizierter, da nicht nur gleich- 


artige, sondern auch verschiedenartige Komponenten sich aneinander- 

lagern kénnen. Der Verlauf der Léslichkeitskurve muB aber auch hier 
7” ° + ° ‘ . ° 

im Sinne obiger Uberlegungen qualitativ der Molekularpolarisations- 

kurve der Komponenten entsprechen. Aus denselben Griinden ist an- 

zunehmen, daB die Dioxan- und Wasser-, sowie die Athylalkohol- und 

Wasserdipole sich unter gegenseitiger Kompensation ihrer Kraft- 


felder aneinander lagern. 

Wenn auch die geometrische Anordnung der bei der Assoziation 
aneinandergelagerten Dipole die Deutung der Léslichkeitskurven er- 
méglicht, weist doch die Benzol-Hexankurve (Abb. 2, Kurve 1) auf die 
quantitative Unzulanglichkeit dieser Deutung. Hier sind beide Kom- 
ponenten nichtpolar, und trotzdem besitzt die Léslichkeitskurve ein 
stark ausgepragtes Maximum. Die Nichtadditivitat der Loslichkeit mub 
also noch andere Griinde haben. Einen solchen weiteren Grund wird 
man in der Solvatation des gelésten Cholesterins zu suchen haben. Von 
den hier angewandten Lésungsmitteln lést das Wasser allein nur geringe 
Spuren Cholesterin. Dagegen bildet es durch Erhitzen auch bei Zimmer- 
temperatur stabile kolloide Lésungen. Man kann daher annehmen, 
daB das Wasser bei normaler Temperatur das Cholesterin nicht solvati- 


' Vgl. auch P. Debye, Polare Molekein, S. 50. Leipzig 1929. 
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, 


siert. Im Gemisch mit anderen polaren Lésungsmitteln verhindert 
Wasser infolge der kompensierenden Aneinanderlagerung der Wa.< 
molekiile und der zweitartigen Molekiile die Solvatation des Cholestcrins 
und ruft dadurch den negativen Verlauf der Léslichkeitskurve heryo; 
Das ist der Fall bei den Gemischen Wasser— Athylalkohol und Wasse1 

Dioxan (Abb. 1, Kurve 1,2). Die positiv verlaufenden Léslichkeits. 
kurven werden wahrscheinlich dadurch zu erklaren sein, dab das 
Cholesterin nicht von einer gleichmabigen Solvathiille umgeben_ ist 
sondern daB die Anlagerung der verschiedenen solvatisierenden Molekiile 
an verschiedenen Orten der Cholesterinmolekiile lokalisiert ist. Die 
Anwesenheit mehrerer solvatisierender Molekiile bzw. die gleichzeitige 
Solvatisierung an mehreren Stellen erh6ht die Stabilitat der Lésung 
und dynamisch betrachtet die Verweilzeit der gelésten Molekiile in der 
Lésung, und dies ist gleichbedeutend mit der iiberadditiven Léslichkeit 
Diese Betrachtungsweise erméglicht Hand in Hand mit der Uberein 
stimmung der Léslichkeitskurven mit den Polarisationskurven die 
quantitative Deutung der Léslichkeitskurven. Das soll an anderer 
Stelle, unterstiitzt durch weitere Beispiele, erfolgen. 

In welchem Verhaltnis die Abweichungen zwischen der Solvatation 
und der Aneinanderlagerung der Dipole zu verteilen ist, laBt sich an Hand 
von Léslichkeitsbestimmungen nicht entscheiden. Ebenso ist es nicht zu 
entscheiden, ob bei der Solvatation lediglich lockere elektrische Wirkungen 
auf gr6Bere Abstinde, oder ob engere chemische Bedingungen vorhanden 
sind. Obwohl es in einigen Fallen gelingt, Verbindungen zwischen L6sungs 
mittel und geléster Substanz zu isolieren, diirfte es aber auBer Zweite 
stehen, da den rein physikalischen Kraften und den nicht chemischen 
Assoziationen der Molekiile eine weit gr6Bere Bedeutung zugeschrieben 

werden muB. Um aber aus diesen Momenten 



















6 ) die mathematischen Ansatze zur Herleitung 
p\_ Sen | |_| ++ obengenannter quantitativer Beziehungen zu 
? : 4 n, miissen diese Frage ch eingehet 
P 12 Cam mages roe chie - Fragen noch eingehen 
S04 +-°2-Anylahhoto/ der untersucht werden. 
& 

Ss = s = ‘ 
Ss? aa | DaB die elektrischen Eigenschaften 
OU y . - : ‘ . . 

x" pantegette der Lésungs. tel eine wichtige Rolie bei 
*V erawN 2 haw | der kntstehaung der Lésungen haben 
+ + — Noe 07 a . —" . 
# CH, Oe futur ‘0 diirften, geht aus dér “achstehend mit 
f 
“0 20 40 60 bbe geteilten Tabelle IX (Abb. 8) hervor. Es 


Abb. 8, sind in ihr die Léslichkeiten des Choleste- 

rins in einigen Lésungsmitteln, die nach 

den Dielektrizitatskonstanten geordnet sind, angefiihrt. Wir sehen, dab 
die Léslichkeit mit steigender Dielektrizitatskonstante geringer wird 
Eine prinzipielle Ausnahme bildet nur das Hexan, welches trotz seinet 
niedrigsten Dielektrizitatskonstante weniger Cholesterin lést als das 
nachfolgende Benzol. Ob die Sonderstellung des Hexans die allgemein: 
Ungiiltigkeit des Zusammenhangs zwischen Léslichkeit und Dielektrizi 
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taitskonstante bedeutet, oder ob dieser Zusammenhang eine Vertiefung 
erfordert, lieBe sich nur an Hand weiterer Untersuchungen entscheiden. 
Erhebliche Abweichungen sind bei n-Amylalkohol und bei Isobutyl- 
alkohol zu vermerken. Die angefiihrten Léslichkeiten sind indessen 
nicht die Léslichkeiten des Cholesterins, sondern der vorher erwahnten 
mutmaBlichen Verbindungen zwischen Cholesterin und Lésungsmittel. 
Die untersuchten Lésungen waren, trotzdem sie ohne Erwarmung 
bei 20° C hergestellt wurden, iibersaittigt und erstarrten nach kraftigem 
Schiitteln zu einem Kristallbrei. Diese Uberlegungen sind zur Er- 
klarung der Abweichungen wahrscheinlich ausreichend. 


Tabelle IX. 





g Cholesterin in 100g 


° Lisungs mittel gelist 

Ss. x0) a eae. ie 1,859 1,9237 
OS Ae 2.260 14,2449 
ee eee (4,07) 11,2588 
nAmylalkohol . .. . 16,00 (10,5397 ?) 
Isobutylalkohol. . . . 20,00 (6,3444?) 
Athylalkohol. . . .. 25,80 1,5524 
Methylalkohol* .. . 31,20 0,6500 
re 41,70 0,3342 
WO a ce 8) ae 81,00 0 


* L. Erlandsen, diese Zeitschr. 174, 153, 1900. 

** Die Lislichkeitsbestimmung erfolgte mittels frisch destillierten Furfurols unter Luftab- 
schlu6B in Stickstoffatmosphire. Der Riickstand der Lisung wurde durch Verdampfung im 
Vakuum bestimmt. Dennoch scheint der gefundene Wert infolge Verharzung des Furfurols 
nicht genau zu sein. 


Zu erwahnen ist noch, daB Cholesterin in Lésungsmitteln mit hoher 
Dielektrizitatskonstante (z. B. Wasser) kolloide Lésungen gibt. Scheinbar 
verhalt es sich gerade entgegengesetzt als die Starke, deren Léslichkeit mit 
steigender Dielektrizitatskonstante leichter wird?. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde festgest <, aa®B die Léslichkeit des Cholesterins in 
Lésungsmittelgemischen nicht additiv ist. 

2. Zur Der‘ung des Verlaufs der Léslichkeitskurven wurde auf 
den ahnlichen Verlauf der Polarisationskurven in Gemischen_hin- 
gewiesen und hieraus folgend die Kurvenform mit der verstarkenden 
bzw. kompensierenden Assoziation der Lésungsmittelmolekiile in Zu- 
sammenhang gebracht. 

3. Diese quantitativ nicht zulingliche Deutung wird noch durch 
die Annahme der Solvatation an verschiedenen Orten des Cholesterin- 
molekiils durch die verschiedenen Lésungsmittelmolekiile erginzt. 


1 S. W. Gorbatscheff, diese Zeitschr. 224, 91, 1930. 


Biochemische Zeitschrift Band 249. 91 








322 J. Weichherz u. H. Marschik: Léslichkeit des Cholesterins usw. 


4. Es wird mitgeteilt, daB Cholesterin mit Isopropylalkoho), 
Isobutylalkohol, n-Amylalkohol und Furfurol Verbindungen liefert 
Die Lésungen des Cholesterins in Isopropylalkohol geben glasklare 
Gele, in welchen sich erst allmahlich Kristallisationszentren ausbilden 
Die Lésungen in Isobutyl- und n-Amylalkohol geben keine Gele, bilden 
aber iibersattigte Lésungen, welche nach heftigem Schiitteln zu einem 
Kristallbrei erstarren. 

5. Es wird auf einen méglichen Zusammenhang zwischen Léslich- 
keit und Dielektrizitatskonstante hingewiesen. 

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der .,van ’t Hofj-Stiftung™ der 
Akademie der Wissenschaften Amsterdam ausgefiihrt, wofiir der an erster 
Stelle stehende Verfasser auch an dieser Stelle verbindlichst dankt. 
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Physikalische Untersuchung mitogenetischer Strahlung 
der Muskeln und einiger Oxydationsmodelle. 


Von 
G. Frank und 8S, Rodionow. 


(Aus dem Biophysikalischen Laboratorium des Physikalisch-Technischen 
Instituts in Leningrad.) 


(Eingegangen am 12. April 1932.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Schon bei den ersten Versuchen mit mitogenetischen Strahlen hat 
Gurwitsch festgestellt, daB dieselben nichts anderes als ultraviolette 
Strahlen sind'. Sobald die Tatsache der ultravioletten Strahlung der 
Zwiebelwurzel und spater anderer Objekte festgestellt wurde, entstand 
naturgemaB der Gedanke, diese Strahlung auf rein physikalischem Wege 
nachzuweisen. Die Photographie schien das einfachste Mitte] fiir diesen 
Zweck zu sein. Im Laufe mehrerer Jahre versuchten einige Forscher, 
die Strahlung der Zwiebelwurzel, der Hefekultur, des schlagenden 
Herzens ohne Erfolg photographisch aufzunehmen, obwohl die Exposi- 
tionen bis 48 Stunden und linger dauerten. Inzwischen fand die ultra- 
violette Natur der mitogenetischen Strahlung weitere indirekte Be- 
statigung. Hierzu gehért vor allem die festgestellte Tatsache der 
mitogenetischen Aktivitat der ultravioletten Strahlung. Die Strahlen 
mit Wellenlingen von 2000 bis 2400 A rufen bei der Einwirkung auf 
Zwiebelwurzel, Hefe usw. dieselben Erscheinungen hervor (mindestens 
iuBerlich) wie die mitogenetischen Quellen selbst?. Endlich wurde das 
biologische Spektrum erhalten, zunichst an der Zwiebelwurzel®, die 
als Detektor diente, was einige Mifverstaindnisse bei der Bestimmung 


1 4.G. und N. Gurwitsch, Arch. f. mikrosk. Anatomie u. Entw.-Mech. 
103, 1924; A. Gurwitsch, ebendaselbst 108, 1924; A. u. Z. Gurwitsch, eben- 
daselbst 105, 1925. 

2 G. Frank u. A. Gurwitsch, W. Roux Arch. f. Entw.-Mech. 109, 1927; 
J. Chariton, G. Frank u. N. Kannegiesser, Naturw. 18. Jahrg., Heft 19, 1930. 

3 7. Reiter u. D. Gabor, Zellteilung und Strahlung. Berlin 1928. 
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der Wellenlingen herbeifiihrte, spaiter an einer Reihe voneinande, 
getrennter Agarblécke mit Hefekulturen', wobei diese MiBverstind 
nisse beseitigt wurden. 

Gleichzeitig mit dem ersten Nachweis des biologischen Spektrum, 
teilten Reiter und Gabor mit, daB es ihnen gelang, einen photographische: 
Effekt von Zwiebelsohlenbrei nachzuweisen. Abgesehen davon, dai 
in diesen Versuchen spezielle Bedingungen, von denen noch spater ci 
Rede sein wird, obwalteten, gelang es den Verfassern nicht, diese Ver 
suche zu wiederholen, und nach ihrer Meinung ist die Anzahl der bisher 
photographisch erhaltenen Ergebnisse ungeniigend, so daB der physi- 
kalische Nachweis von mitogenetischen Strahlen noch nicht als be- 
friedigend betrachtet werden kann?®. 


Protti und Brunetti und Mavzia versuchten ebenfalls die mitogenetische: 
Strahlen auf photographischem Wege nachzuweisen. In den Versuchen 
von Protti® diente das auf Glaswatte eingefiihrte Blut als Strahlungsquelle 
wobei es, wie der Verfasser schreibt, die photographische Platte unzweife! 
haft beeintluBte. Die Exposition dauerte 70 Stunden. Leider ist es nicht 
mdéglich, diese Versuche als positive zu betrachten. Das Blut in vitro verliert 
schon nach 10 bis 15 Minuten seine Strahlungsfahigkeit, und nach mehr 
stiindigem Aufenthalt im Sauerstoffstrom k6énnen _ verschiedenartige 
Phinomene auftreten, die von der mitogenetischen Strahlung vollstandig 
verschieden sind. In der Tat sind Beispiele von Chemolumineszenz bekannt, 
die bei einer energischen Oxydation von organischen Stoffen auftreten, 
wobei es sich meistenteils um die Emission des sichtbaren Lichtes handelt 
Ungefaihr dasselbe kénnen wir auch iiber die Versuche von Brunetti und 
Mazia* sagen. Die Wirkung auf die photographische Platte wurde nach 
einer vorliufigen intensiven Belichtung des Objektes beobachtet. An 
scheinend hat auch hier die Wirkung auf die photographische Platte mit 
der mitogenetischer Strahlung nichts zu tun und ist die Folge entwede1 
einer Phosphoreszenz oder Chemolumineszenz (am wahrscheinlichsten im 
sichtbaren Licht), die durch die vorangegangene Belichtung hervorgerufen 
sein konnte. Jedenfalls kann dieser wirkende Faktor ohne Spektralanalyse 
‘mit der mitogenetischen Strahlung nicht identifiziert werden. 

Zusammenfassend kommen wir zum SchluB, dag’ die Frage des 
photographischen Nachweises der mitogenetischen Strahlen nicht als 
befriedigend gelést betrachtet werden kann. Es liegen in der Tat einige 
positive Resultate der Wirkung mancher mitogenetischen Quellen vor 
es ist aber noch der Beweis zu verlangen, daB der wirkende Faktor, de: 
diesen Effekt hervorgerufen hat, tatsichlich die mitogenetische Strah- 


lung war. 


1 G. Frank, Biol. Centralbl. 49, 1929. 

2 T. Reiter u. D. Gabor, ebendaselbst S. 29. 

3 G. Protti, Communicazione alla Seduta scientifica dell Ospidale Civil: 
di Venezia 1930, A VIII, 17. Marz, 6. Mai. 

4 R. Brunetti u. C. Maxia, Atti della Societa fra i Cultori delle Scienze 
Mediche e Naturali in Cagliari 3, 1930, 2. Aufl. 
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AuBer einer Reihe von MiBerfolgen und Zweideutigkeit von einzelnen 
positiven Versuchen weisen schon die indirekten Uberlegungen iiber die 
jtogenetische Aktivitaét der ultravioletten Strahlen darauf hin, daB die 
Photographie nicht der beste Weg zum physikalischen Nachweis der mito- 
genetischen Strahlung ist. Die ultravioletten Strahlen von etwa 2100 A 
wirken auf Hefekulturen und Zwiebelwurzel schon bei Intensitat von 
10° Quanten auf 1 qem pro Sekunde, wobei man beweisen kann, daB diese 
Intensitat noch keineswegs den Schwellenwert erreicht; daraus folgt, daB 
die Intensitét der mitogenetischen Strahlen kleiner und anscheinend viel 
kleiner ist als der angegebene Wert von 10° Quanten auf 1 qem pro Sekunde. ! 
Eine solche kleine Intensitat ist offenbar fiir den photographischen Nachweis 
ingiinstig. Die Exposition verlangert sich um mehrere Stunden; ferner ist 
es méglich, daB die Intensitat den Schwellenwert fiir die Einwirkung auf 
die photographische Platte tiberhaupt nicht erreicht. Es treten auch weitere 
technische Schwierigkeiten auf, namlich: die meisten mitogenetischen 
Quellen bleiben nur eine geringe Zeit wirksam, woraus die Notwendigkeit 
entsteht, die Quellen sehr oft zu erneuern. 


Zusammenfassend kénnen wir sagen, da die Photographie als 
Forschungsmethode beim Studium der physikalischen Natur der 
Strahlung von biologischen Objekten kaum befriedigende Resultate 
ergeben kann, wenigstens solange keine neuen prinzipiellen Fortschritte 
auf dem Gebiet spezieller hochempfindlicher Photoplatten oder be- 
deutender Verstarkung der mitogenetischen Strahlung selbst vorliegen. 

Die Stempellschen® Versuche, die mitogenetische Strahlen mittels 
der Untersuchung der Bildung von Liesegang schen Ringen nachzuweisen, 
haben in den letzten Jahren viel Aufmerksamkeit erregt. Diese Ver- 
suche haben eine langdauernde Diskussion angeregt, wobei festgestellt 
wurde, daB die Stérung der Liesegangschen Ringe, die man als Folge 
von Strahlenwirkung betrachtete, tatsaichlich durch fliichtige Stoffe 
Siebert®, Tokin*) oder durch kombinierte Wirkung von fliichtigen 
Stoffen und Strahlen (spaitere Arbeit von Stempell®) hervorgerufen wird. 
Diese Methode gibt somit leider keine Méglichkeit, die mitogenetischen 
Strahlen eindeutig nachzuweisen und bequem zu erforschen. 


Es blieb noch ein Weg fiir den physikalischen Nachweis der mito- 
genetischen Strahlung, und zwar die Ausnutzung der lichtelektrischen 
Erscheinungen. Aber fiir unseren Zweck hat die lichtelektrische Methode 
in ihrer gew6hnlichen Form keinen Vorzug gegeniiber der Photographie. 
Deswegen erwies es sich als zweckmaBig, die Photozelle als eine Art 
von Relaisphotozahler zu benutzen, also nicht den Photostrom in ge- 
wohnlichem Sinne zu messen, sondern womdéglich einzelne Elementar- 


' J. Chariton, Frank u. Kannegiesser, |. c. 
2 W. Stempell, Biol. Centralbl. 50. 1930. 
W. Siebert, diese Zeitschr. 220, 487, 1930. 
B. Tokih, Biol. Centralbl. 50, 1930. 
W. Stempell u. G. Romberg, Protoplasma 13, 1931. 
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prozesse, die die Elektronenemission unter dem LichteinfluB begleiten, 
zu registrieren. 

Fast gleichzeitig wurde dieses Prinzip an drei Stellen zur |; 
forschung der mitogenetischen Strahlung angewandt. Rajewsky (Frank. 
furt) hat es bei der Ausarbeitung seiner Methode benutzt, ferner wurde 
es in einer Arbeit von Friedrich und Schreiber, sowie auch von den 
Verfassern angewandt. 


Il. Beschreibung der Methode und der Apparatur. 


Die erwihnte Messungsmethode wurde zuerst von Elster und Geite/! 
in Anwendung gebracht. Man legt auf einer Kaliumphotozelle ein 
Spannung an, die von der Glimmspannung nur wenig verschieden ist 
Im giinstigsten Falle wird dabei jedes durch Licht losgeléste Photo- 
elektron eine kurzdauernde Ionisation im Gas hervorrufen, die bei 


entsprechenden Bedingungen als IonisationsstoB beobachtet werden 


kann. Die Zahl der IonisationsstéB8e pro Zeiteinheit ist der Intensitat 
der benutzten Lichtquelle proportional. Auf diese Weise wurde von 
Elster und Geitel eine sehr hohe Empfindlichkeit fiir blaues Licht er- 
halten. Friedrich und Schreiber? wandten die Methode von Elster und 
Geitel zur Messung kleiner Intensitaten des ultravioletten Lichtes mit 
Erfolg an, wobei die von ihnen erhaltenen Messungsbedingungen sich als 
viel stabilere ergaben. Die Mitteilung von Friedrich und Schreiber 
wurde in dieser Zeitschrift veréffentlicht und enthalt eine ausfiihrliche 
Beschreibung des Messungsprinzips, sowie der benutzten Apparatur 
Deshalb brauchen wir sie nicht mehr zu beschreiben. Es sei nur bemerkt, 
daB die von ihnen erreichte Empfindlichkeit fiir Wellenlingen von 
3660 A gleich 1,67.10 %erg/sec oder 3,1. 10° Quanten ist, und fiir 
die Wellenlinge von 2660 A 1,33.10 8 erg/see oder 1,8. 10? Quanten 
.war. Trotz der groBen Empfindlichkeit wurde von ihnen bei der Unter- 
suchung der Hefekultur auf Agarmedium keine Spur von der erwarteten 
Strahlung beobachtet. Spater werden wir noch Gelegenheit haben, 
dieses negative Resultat zu diskutieren. 

Die ersten Veréffentlichungen von Rajewsky® erschienen friihet 
als die Arbeit von Friedrich und Schreiber. Zur Messung des ultravioletten 
Lichtes hat er das Zahlrohr von Geiger und Miiller benutzt4. Die innere 
Wand des Geiger-Miillerschen Zahlrohres wird von Rajewsky mit 


1 Elster u. Geitel, Phys. Zeitschr. 17, 268, 1916. 

2 Schreiber u. Friedrich, diese Zeitschr. 227, 386, 1930. 

3 B. Rajewsky, Zeitschr. f. Phys. 638, 1930; Mitteilung a. d. Amster- 
damer Kongre8B (Dessauer) 1930; Mitteilung a. d. Lichtforsch. IX, 1930; 
Strahlentherapie 39, 1930; zehn Jahre Forschung a. d. physik.-med. Grenz 
gebiet. herausgegeben von Prof. Dr. F. Dessauer, 1931. 

4 Geiger u. Miiller, Naturw. 16, 617, 1928; Phys. Zeitschr. 29, 839, 12s. 
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emer lichtelektrischen Substanz nimlich Cadmium — _ bezogen. 
Diese Cadmiumschicht, auf welche das zu messende Licht durch ein 
Fensterchen fallt, dient als Kathode (analog der Kaliumschicht der 
Photozelle von Friedrich und Schreiber). Die Anode ist eine langs 
dem Rohr gespannte diinne Metallsaite. Die Photoelektronen, die durch 
das Licht aus der Kathode losgelést werden, rufen die Ionisation im 
Gas hervor; die infolgedessen entstehende Entladung wird registriert. 
Wie in den Versuchen von Elster und Geitel, so auch in denen von 
Friedrich und Schreiber ist das unstabile Gleichgewicht eine unvermeid- 
liche Bedingung der MeBmethode; die angelegte Spannung muB also 
der Entladungsspannung mdglichst nahe liegen. Es ist leicht zu ersehen, 
daB das Grundprinzip dieser Methode der Methode von Elster und Geitel 
ahnlich ist. Wahrend aber Friedrich und Schreiber die urspriingliche 
Methode von Geitel und Elster ohne wesentliche Verinderungen kopiert 
haben, hat Rajewsky die Erfahrungen von Geiger und Geiger und Miiller, 
die sich auf Beobachtungen von «-Teilchen und Elektronen von groBen 
Geschwindigkeiten beziehen, ausgenutzt. Es ist wichtig, die drei 
folgenden Momente zu beachten. Erstens die zylindrische Form der 
Photozelle mit der axial gedehnten Anodensaite, wodurch eine sehr 
vorteilhafte Konfiguration des elektrischen Feldes erzeugt wird. 
Zweitens: die spezielle Bearbeitung der Saite, um eine halbisolierende 
Schicht auf ihrer Oberflache zu erhalten. Dadurch werden das Ent- 
ladungspotential und die rasche Léschung impulsiver Verlauf der 
Entladung — bedingt. Die Metallsaite (insbesondere Platin) kann schon 
von selbst die halbisolierende Schicht besitzen (wahrscheinlich bei 
Elster und Geitel), dies bedeutet aber noch nicht, daB die spezielle Draht- 
bearbeitung die Bedingungen nicht verbessern kann. Anscheinend wird 
gerade durch diese Vorbehandlung die Empfindlichkeit erhéht und 
entspricht bei Rajewsky fiir 2 2650 A9.10-™ erg /sec-qem oder 12 Quanten 
pro Sekunde pro Quadratzentimeter. Diese Empfindlichkeit itibertrifft 
33mal die von Elster und Geitel fiir blaues Licht erreichte. Die 
dritte, wesentliche Eigentiimlichkeit der Methode von Rajewsky ist 
das gut ausgearbeitete Registrationsverfahren. Ein Vierréhrenverstarker 
gestattet auBer dem Elektrometer einen Lautsprecher oder die auto- 
matisch registrierende Apparatur zu benutzen, z. B. Zihlwerk, das bei 
Experimenten dieser Art von Bothe in die Praxis cingefiihrt war’. 
Mit solcher Anordnung ist es Rajewsky gelungen, die Gurwitsch-Strahlung 
von Zwiebelwurzeln, Zwiebelsohlenbrei und Carcinom nachzuweisen. 
Wie aus der von ihm angefiihrten Tabelle ersichtlich ist, auBert sich 


' B. Rajewsky, Zeitschr. f. Phys. 68, 1930; Mitteilung a. d. Amster- 
damer KongreB (Dessauer), 1930; Mitteilung a. d. Lichtforsch. IX, 1930: 
Strahlentherapie 39, 1930; zehn Jahre Forschung a. d. physik.-med. Grenz- 
gebiet, herausgegeben von Prof. Dr. F. Dessauer, 1931. 
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der Effekt in einer Vergr6Berung der SpontanionisationsstéBe (Spontan- 
entladung) etwa um 30°). 

In unserer Arbeit gingen wir auch von Angaben von Elster und 
Geitel aus. Aber im Gegensatz zu den genannten Autoren, wie auch 
zu Friedrich und Schreiber, hielten wir es fiir zweckmaBig, eine Photozelle 
nicht mit einer Kalium-, sondern mit einer Aluminiumkathode zu ver- 
wenden. Dies bringt mit sich eine Reihe von konstruktiven und methodi- 
schen Vereinfachungen. AuBerdem gestattet die Aluminiumphotozelle 
dank ihrer relativ kleinen Empfindlichkeit im Gebiet des sichtbaren 
Lichtes, nicht nur in voller Dunkelheit, sondern auch bei nicht inten- 
sivem, zerstreutem, rotem Licht zu experimentieren. Dies gibt die 
Méglichkeit, die Versuche ohne besondere Komplikationen auszufiihren. 
Gleichzeitig (wie schon friiher von Chariton und Frank gezeigt wurde) 
ist es méglich, mittels einer Aluminiumphotozelle mittels einigen 
technischen Kunstgriffen fiir Wellenlangen von etwa 2200 A die Emp- 
findlichkeit zu erreichen, die von derselben Ordnung wie die der Kalium- 
photozelle oder sogar gréBer sein kann. 


zum llektromefer 
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Abb. 1. 


Zwei Konstruktionen der Apparatur, die in dieser Arbeit verwendet 
wurden, sind in der Abb. | dargestellt. Die erste Konstruktion stellt eine 
gewohnliche Photozelle vor (Abb. la); A ist eine Aluminiumkathode, an 
welcher die negative Spannung angelegt wird, und B die Anode, die aus 
einer Platindrahtschleife (0,1 mm Durchschnitt) besteht. Die Elektroden 
sind auf beiden Hailften eines Glasgeraites montiert, das mit einem Schliff 
versehen ist und bis zum nétigen Grade evakuiert werden kann. Das zu 
untersuchende Licht fallt durch ein Quarzfenster F auf die Aluminium. 
kathode ein. Die durch das Licht aus der Kathode A losgelésten Elektronen 
rufen die Entladung zwischen den Elektroden hervor. 
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Als die Beschreibung des Rajewskyschen Zahlrohres veréffentlicht 
wurde, haben wir eine zweite Konstruktion verwendet, die eine Art dieses 
Zahlrohres ist. Damit konnten wir einige Versuche am Ende dieser Arbeit 
wuisftihren (Abb. 1b). Die negative Spannung wird an das Aluminium- 
rohrchen angelegt (A), das ein spaltférmiges Fenster langs dem Zylinder 
hat. Als Anode dient der Stahldraht B (0,05 mm Durchmesser), welcher auf 
einen Hartgummipfropfen (G) langs der Zylinderachse befestigt ist. Das 
Aluminiumroéhrchen ist im Schlifftrichter montiert (D) und wird in ein 
Glasrohr (C’) eingestellt in der Weise, daB das Quarzfenster des Glasrohres (F’) 
mit dem Spalt des Aluminiumréhrchens zusammenfallt. 

Das Schema der elektrischen Schaitung, das fiir beide Konstruktionen 
dasselbe war, ist aus der Abb. 2a ersichtlich. 


Lohler 


0) PL— will 


zum Zabler 


mit Relous und 
Lowtsprecher 


Abb. 2a. Abb. 2b. 


Die Anodenschleife (oder Draht im Falle des Zahlrohres) ist durch einen 
Wechselwiderstand R von der Ordnung von 10° 2 geerdet. Parallel dem 
Widerstand ist ein Saitenelektrometer und die erste Kaskade des Réhren- 
verstarkers eingeschaltet. In der Anodenkette der letzten Roéhre wurde 
der Lautsprecher eingeschaltet. 

Die Entladungen im Zahler wurden entweder visuell als Momentan- 
stéBe des Elektrometerfadens oder auf Gehér als grobes Krachen registriert. 

Fiir das automatische Registrieren wurde das auf Abb. 2b veran- 
schaulichte Einlampenverstarkerschema verwendet. Das Gitter wurde 
parallel zum Widerstand angeschlossen und im Augenblick der Entladung 
von Null bis an das negative Potential des Punktes A geladen, was 
scharfe Stromveranderungen in der Anodenkette bedingt. Es wurde eine 
geniigend leistungsfahige Lampe ausgesucht, so daB der Sprung des 
Anodenstromes fiir die Einschaltung des Zahlrelais Z und folglich auch zum 
Registrieren des Impulses geniigte. Als Zahlrelais wurde das Zahlwerk 
der Telephongesprache benutzt, welches jede Entladung durch Umdrehung 
des Zahnrades und Ausfallen der Ziffer registrierte. 

Bei solch einem Schema ist die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, daB 
das Gitter wahrend einer Entladung nicht vollkommen entladen wird 
(infolge der betrachtlichen Widerstandsgr6Be R). Die Geschwindigkeit 
der Entladung hangt von dem Lampenparameter ab, insbesondere von der 
GréBe der Gitterkapazitat im Vergleich zur Anode. Weitere Vervoll- 
kommnungen des registrierenden Schemas sind im Gange. 


Das Gerat, in welchem die Luft bis zu einem nétigen Grade verdiinnt 
ist und in welchem an die Elektroden die nétige Potentialdifferenz 
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angelegt ist, registriert selbst, wenn es sich in voller Dunkelheit | 
findet, eine Menge von Entladungen, die Spontanentladungen ode: 
Dunkelentladungen genannt werden. Die Ursache dieser Entladungen 
liegt in der Radioaktivitét der Laboratoriumswande oder der Luft 
der kosmischen Strahlung und vielleicht auch der Spontanemission 
der Elektronen aus der Kathode. Die Belichtung der Kathode fiihrt 
zu einer VergréBerung der Entladungszahl in der Zeiteinheit. Dir 
Differenz der Entladungen, die waihrend der Belichtung der Kathode 
mit dem untersuchten Licht gezahlt sind und der Entladungszah!| 
waihrend derselben Zeit in der Dunkelheit, ist ein Intensitaétsmas 
des auf die Kathode fallenden Lichtes. Der auf 1 Minute bezogene Wert 
dieser Differenz wird als die GréBe des Effektes angenommen. Die 
Abzahlung der Lichtentladung wurde jede Minute mit Abzahl- und 
Dunkelentladungen gewechselt. 

Da die Entladungen im Laufe der Zeit gemif dem Gesetz de 
Zufalligkeit verteilt sind, ist der Mittelwert aus einer Beobachtungsreilie 
desto genauer, je gréBer die Gesamtdauer der Abzihlung war. Der 
wahrscheinliche Fehler bei der Bestimmung dieses Mittelwertes aus 
einigen Minutenzahlungen ist, wie Bothe annimmt, angenihert gleich 
der GréBe 
oe 1N,+N.+ Ng...+ Ne 

t 


wo N,, N,, .. ., usw. die einzelnen Minutenabzihlungen sind und ¢ ihre 
Gesamtmenge, d. h. die Dauer der Exposition in Minuten bedeutet. 


Auf diese Weise kann das Resultat in endgiiltiger Form als n 
dargestellt werden. 

Die Zulassigkeit einer derartigen Schitzung des Fehlers wurde 
‘mehrmals in den Untersuchungen mit Geiger schem Zahler gepriift. 


Die Aluminiumkathode wird nach zehn- bis zwé6lfstiindigem Ver 
bleiben in der Luft (sogar bei 0,1 mm Druck) so sehr oxydiert, da®B ihre 
Empfindlichkeit merklich abnimmt. Aus diesem Grunde ist es nétig, vor 
jedem Versuch die Kathodenoberflache zu erneuern. Wenn man mit mit 
Argon gefiilltem Zahler arbeitet, mu8 man selbstverstandlich diese E1 
neuerung nur einmal vor der Argonfiillung durchfiihren. In allen diesen 
Fallen spielt die Methode der Erneuerung eine groBe Rolle. Die Aluminium 
oberflache darf keinesfalls glatt poliert werden; bleibt sie rauh, so steigt 
die Empfindlichkeit wesentlich. ‘s wurden die entsprechenden MaS 
nahmen vorgenommen, um die Besténdigkeit des Vakuums und des Poten 
tials zu sichern, was fiir das Funktionieren der beschriebenen Apparatu! 
nétig ist. Die Empfindlichkeit des Zahlers in Abhangigkeit vom Luit- 
druck erwies sich als maximal fiir Zaéhler mit Schleife bei 1 bis 1,15 mm. 
fiir das Zaéhlrohr bei 1.8 bis 2mm Druck. Bei Argonfiillung verschielt 
sich die Lage des Maximums nur unwesentlich, so daB z. B. fiir Zahle1 
mit einer Schleife das Optimum bei 2 anstatt 1,15 mm liegt. 
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Die Abhangigkeit der Empfindlichkeit von der SpannungsgréBe 
jst auf Abb. 3 dargestellt. Langs der Abszissenachse ist die Spannung 
in Volt, langs der Ordinatenachse die Zahl der Entladungen pro Minute 
eingetragen. Die Kurven zeigen, daB die Differenz zwischen ,,Licht** und 
,Dunkelentladungen“ nach ihrer absoluten GréBe mit der Spannungs- 
erhdhung zunimmt. Das Verhaltnis zwischen ihnen bleibt dagegen fast 
konstant. Dies erméglicht, den Effekt der Lichtwirkung in Prozenten 
im Verhaltnis zu der Zahl der Dunkelentladungen darzustellen. 





Abb. 3. 
Abhingigkeit der Empfindlichkeit yon det 
Spannungsgribe. 

Abszisse — Spannung jin Volt. 
Ordinate — Zahl der lonisationsstife: 
e——@ im Dunkeln (Spontanentladungen) 
@ -—-@ bei schwacher Belichtung (Licht- 

entladungen) 


StoBzah/ pro min 








Die Versuche werden gewohnlich bei einer Anzah! der Dunkelentladungen 
von 10 bis 30 pro Minute durchgefiihrt. Die Empfindlichkeit wurde folgender- 
maBen bestimmt. Mit Hilfe eines Quarzdoppelmonochromators wurde 
aus dem Spektrum der Quecksilberbogenlampe die Linien 2537 A gesondert 
und in der Form eines parallelen Biindels auf das Quarzfenster der Kalium- 
photozelle, mit der die Intensitaét gemessen wurde, gerichtet. Sodann wurde 
anstatt der Photozelle auf ihre Stelle der Zahler auf der optischen Bank 
geschoben, so daB das mit der Photozelle gemessene Licht jetzt auf das 
Zahlerfenster einfallt. Die Lichtintensitaét wurde durch eine Absorptions- 
schicht in einem Marchlewsky-GefaB um 107- bis 10®&mal abgeschwiacht und 
im Laufe einiger Minuten die aufeinanderfolgende Abzihlung der ,,Licht-** 
und ,,Dunkelentladungen** durchgefiihrt. Die Bedingungen der Dunkel- 
zihlung unterschieden sich nur dadurch, daB auf dem Wege zwischen den 
Marchlewsk y-GefaiB und dem Ziahler eine Glaslamelle eingeschaltet wurde. 
Die Bestandigkeit des Absorptionskoeffizienten der absorbierenden Fliissig- 
keit wurde jedesmal wahrend der vorangehenden Messung des Photostromes 
und der Kichung des Zahlers bei verschiedenen Starken der Absorptions- 
schicht kontrolliert. 


Der gesamte Photostrom wurde bei vorlaufiger Messung mit der Kalium- 
zelle gemessen. Beriicksichtigt man sodann die Differenz zwischen ,,Licht*: 
und ,, Dunkelentladungen‘** pro Photostromeinheit unter der Beriicksichtigung 
der Abschwachung der primaren Intensitaét, so erhalt man die Zahl Q, die 
als Ma8 der relativen Empfindlichkeit der Anordnung betrachtet werden 
kann. Die Empfindlichkeit im absoluten MaBe konnte in der Weise 
bestimmt werden, daB unsere Photozelle mittels eines Wollschen Thermo- 
elements fiir 2537 A auf absolute Werte geeicht wurde. Somit kénnten 
wir aus der Messung des Photostromes unserer Zelle unmittelbar die ent 
sprechende Intensitaét des Lichtes in absoluten Einheiten berechnen. 


Die Konstanz der Empfindlichkeit der Photozelle wurde mittels 
eines Etalons, nimlich einer Heffner-Alteneck schen Lampe, kontrolliert. 
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Es erwies sich bei der Eichung auf absolute Werte (sowohl fiir den 
Zahler mit der Schleife als auch fiir das Zahlrohr), daB die minimale 
auf das Fenster des Ziahlers einfallende Intensitaét des Lichtes 2537 A, 
die noch bemerkbar war, 100 Quanten pro Sekunde entsprach. 

Fiir den Ziahler mit Schleife wurde auBer der Aluminium- noch 
eine Zink- und Cadmiumkathode erprobt. Die Zinkkathode zeigte sich 
im Vergleich zur Aluminiumkathode als unempfindlich, die Empfind- 
lichkeit des Cadmiums war dagegen derjenigen von Aluminium 
sehr nahe. 

Um eine anschauliche Vorstellung iiber die Empfindlichkeit des 
Gerites zu illustrieren, kénnen wir angeben, daB ein brennendes Ziind- 
hélzchen bei einer Entfernung von 4 bis 5m vom Zahlerfenster eine 
Reihe von mehrfachen Entladungen hervorruft, die als fast ununter- 
brochenes ,,Krachen** im Lautsprecher héher sind. Dabei mu8 man 
in Betracht ziehen, daB® dieser Effekt ausschlieBlich durch die ultra- 
violette Strahlung des Ziindhélzchens bedingt ist, da bei der Abschirmung 
des Zahlerfensters mit einer diinnen Glasplatte dieser Effekt sofort 
aufhért. 

Die Empfindlichkeit der Methode erlaubt das Spektrum einer 
Gasmikroflamme im Gebiet 2500 A mittels eines groBen Doppelmono- 
chromators bei engen Spalten zu untersuchen, wobei die Gesamtlange 
des Lichtbiindels 31/,m erreicht. In diesem Falle driickt sich der 
Effekt in einer etwa 300°, igen VergréBerung der Dunkelentladungen aus. 


III. Mitogenetische Strahlung bei Muskelarbeit. 


Zunachst haben wir die Strahlung der arbeitenden Muskeln unter- 
sucht. Die Muskeln wurden als Objekt genommen, weil der eine von 
uns schon friiher eine systematische Erforschung der Muskelstrahlung 
mit biologischen Methoden durchgefiihrt hat!. AuBerdem konnte man 
vermuten, daB der Muskel eine von den intensivsten biologischen 
Quellen ist. 

Die Versuche wurden auf folgende Weise ausgefiihrt: 


Nach einer Empfindlichkeitsmessung und Kontrolle der Arbeit der 
Apparatur wurden ein oder zwei praparierte Froschsartorien auf einem 
Kork in der Entfernung von | bis 1'/,cm vom Zahlerfenster befestigt 
(Abb. 4). Die Muskeln wurden tetanisch in kurzen Perioden von 1 bis 
1'/, Sekunden gereizt, und diese Reizperioden wechselten mit Ruhe- 
intervallen von 2 bis 3 Sekunden Dauer ab. 1 Minute der Beobachtung 
der Entladungszahl bei Muskelarbeit wechselte mit 1 Minute Abzahlung 
der Entladungen bei voller Muskelruhe, dies wurde mehrmals wiederholt 
Um trotz der Ermiidung die Intensitaét der Arbeitsleistung méglichst 


' G. Frank, Pfliigers Arch. 223, 1923; G. Frank u. M. Popoff, C. r. 
Acad. Se. 188, 1929. 
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auf demselben Niveau zu erhalten, wurde im Laufe des Experiments 
die Reizkraft allmahlich vergréBert. Nachdem wir einen unzweifel- 
haften Effekt in der Form der Vergr6Berung der Entiadungszahl bei Muskel- 
arbeit erzielt hatten, unternahmen wir eine Reihe von Kontrollversuchen, 
um uns zu tiberzeugen, daB das Resultat richtig war und wirklich durch 
die Strahlung und nicht durch zufallige Umstande bedingt war. Es konnte 
namlich auf den ersten Blick scheinen, daB verschiedene Nebenfaktoren, 
wie z. B. der Durchgang des elektrischen 

Stromes bei Muskelreizung, die Muskelbewegung Zelle 

die Zahl der Entladungen bedingt, obwohl der 
Muskel gedehnt und gut fixiert wurde. 





Es wurden folgende Kontrollversuche 


ausgefiihrt : Glasplate 


Nach einigen Minuten von aufeinander- Mushe/ 


folgender Beobachtung der Ruhe und Arbeit Abb, 4 

wurde der Muskel durch dauernde starke Schema einer Versuchsanord- 
Reizung in den Zustand voller Erschépfung : meng mit Machel. 

. ° Kontrollabzihlung — die Zelle 
gebracht. Sodann wurde aufs neue eine Beob- ist.mit einer Glasplatte ge- 
achtungsserie vorgenommen_ derselben Art schiitzt. 

wie mit dem frischen Muskel mit anderen 

Worten 1 Minute Reizung und | Minute ohne Reizung usw. Der 
Muskel, der im frischen Zustande einen Effekt gegeben hat, tibte im 
Ersché6pfungszustande keine Wirkung aus, die Zahl der Entladungen bei 
und ohne Reizung bis auf die normalen statistischen Schwankungen blieb 
unverandert (vgl. Tabelle I, Nr. 5, 5a). AuBerdem wurde an der Stelle des 
Muskels mit physiologischer Lésung befeuchtetes Filterpapier befestigt 
und die Photostréme bei und ohne Durchgang des Induktionsstromes von 
verschiedener Intensitaét gemessen. In diesen Fallen waren auch keine 
Unterschiede zwischen Entladungszahlen bemerkbar. Mit anderen Worten, 
es konnte die elektrische Reizung keinesfalls selbst die beobachtete Wirkung 
des Muskels auf die Photozelle bedingen. 


Ein Teil der Versuche wurde derart durchgefiihrt, daB auch in der 
Zeit der ,,Dunkelminuten“ die Reizung fortgesetzt wurde, wobei aber 
zwischen dem Muskel und dem Fenster der Photozelle ein Glas oder 
Glimmerstreifen in einer solchen Weise eingeschoben wurde, daf das 
Fenster nicht ganz gedeckt, sondern nur von der geradlinigen Wirkung 
des Muskels geschiitzt war. Die Differenz zwischen ,,Dunkel‘‘- und 
,,Lichtentladungen*‘ bewies, daB hier tatsichlich die Bewegung des 
Muskels in keiner Beziehung zu dem beobachteten Effekt steht, sondern 
von der Muskelstrahlung hervorgerufen ist. 

In der angegebenen Tabelle sind die Versuchsergebnisse mit Muskeln 
angefiihrt. Gewdéhnlich hat ein Sartorius einen Effekt gegeben, der die 
Zahl der Dunkelentladungen um 60 bis 70°, und in einzelnen Fallen 
bis 200%, iiberstieg. Solche groBen Effekte wie der letztere sind sogar 
ohne Abzihlung bemerkbar — rein qualitativ — nach einer deutlichen 
VergréBerung der Frequenz des Geriusches im Lautsprecher oder der 
Momentanst6Be des Elektrometerfadens. Aber auch im Falle von 
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Tabelle J. 





Zahl der Ionisations- 
stibe pro Minute 
(Mittel werte) 


Quelle Anmerkungen 
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pro Minute 


-_ 


40 + 2.6 4 2 £ Vgl.Abb.5a) Her); 
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kleineren Effekten sind die Unterschiede in der Anzahl der Ent- 
ladungen nicht statistisch verteilt. 

Aus dem angefiihrten Diagramm (Abb. 5a und 5b), das die Versuchs- 
ergebnisse graphisch darstellt, ist ersichtlich, daB jede Minute bei Muskel- 
reizung eine grépere Zahl der Entladungen ergibt als im Kontrollversuch 
und der Mittelwert aus einer Reihe von Minuten der Beobachtung nicht 
den Effekt selbst, sondern nur seine endgiiltige Gripe bestimmt. 

Die Berechnung der Intensitat der Muskelstrahlung in absoluten 
Werten zeigt, daB bei einer starken Tetanisation 1 qem der Muskel- 
oberflache annahernd von 600 bis 2000 Quanten pro Sekunde (Kon- 
traktionszeit) abgibt.. 

Man muB8 hier bemerken, da bei Versuchen mit Muskeln ein un 
bedingter Unterschied in der Strahlungsintensitaét je nach dem physiologi- 
schen Zustande des Frosches bemerkt wurde. GroBe Effekte wurden 
Ende November und anfangs Dezember mit frisch gefangenen Fréschen aus 
warmen Quellen erzielt. Die Versuche wurden spater nach einigen Monaten 
mit anderen Worten, nach einer langen Periode des Verbleibens der Frésche 
im Aquarium, wiederholt, wobei die Strahlungsintensitaét sich als vie! 
schwacher erwies. 
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Als nachster Gegenstand der Forschung dienten isolierte, auto- 
matisch arbeitende Froschherzen. Die gewéhnlich in einer Anzahl 
von vier bis sechs praparierten Herzen wurden auf einem Kork be- 
festigt. Dieser Kork in spezieller Fassung konnte auf Schienen geschoben 
werden, derart, daB er in der Lage vor dem Zahlerfenster durch einen 
anderen Kork mit feuchtem Filterpapier oder Stiickchen von Muskeln 
ersetzt wurde. Spezielle Stiitzen gestatteten nach Wunsch den Kork 
mit den auf ihm angebrachten Herzen oder den Kontrollkork genau vor 


N 
aera 
| > ~ —>=.. 
—— aa 

















b 
Abb. 5. 
Kurven yon zwei Versuchen mit Muskeln der Tabelle I. 
a = Nr. 1, b = Nr. 3. 
Die Strahlungsquelle wird abwechselnd exponiert und abgeschirmt 
Jede Ordinate gibt eine Minutenabzihlung. 
Strichlinie = Niveau der Dunkelentladungen (ohne Quelle Ruhe). 
Schwarze, dicke Linie = Niveau der Lichtentladungen (mit Quelle — Kontraktion 


dem Lichtzihlerfenster durch die Verschiebung mittels eines Hebels 
einzustellen. Ein solcher Wechsel wurde jede Minute durchgefiihrt, 
wobei die Anzahl der Lichtabzihlungen pro Minute mit Kontroll- 
abzihlungen verglichen wurde. In einigen Versuchen wurde anstatt der 
erwahnten Verschiebung der Herzen eine Kontrollabzihlung nach der 
Anbringung einer Glaslamelle zwischen Herzen und Lichtzahler durch- 
gefiihrt. Wie die angegebene Tabelle I zeigt, ist der Effekt von vier 
bis sechs Herzen in der Regel kleiner als der vom tetanisierenden Muskel ; 
doch liegt er auBerhalb der statistischen Fehler und tritt im allgemeinen 
ebenso wie in den ersten Fallen in jedem Paar von ,,Licht**- und ,, Dunkel- 
entladungen* auf. Es wurden noch eine Reihe von Kontrollversuchen 
mit dem Herzen durchgefiihrt. Z.B. die Herzen, die nach einigen 
Minuten der Beobachtung vergiftet wurden und sodann aufs neue 
schon im leblosen Zustande untersucht wurden, wobei genau dieselbe 
Anordnung der Verschiebung und Abschirmung beibehalten wurde, 
welche fiir lebende Herzen verwendet war (Tabelle I, Nr. l0a, 10b). 
Die vergifteten Herzen gaben keinen Effekt. Es ist nétig, noch einen 
Versuch hier zu erwaihnen, der in der Tabelle unter der Nr. 10 steht. 
Nach ein paar Minuten dauernder Beobachtung des Effektes von vier 
Herzen wurden zu ihnen noch zwei hinzugefiigt, wonach der Versuch 
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fortgesetzt wurde. Die GréBe des Effektes nahm dabei etwa um da, 
1! ,fache zu, d. h. wie zu erwarten war, falls zu der Gesamtstrahluny 
von vier Herzen noch die Strahlen der zwei zusatzlichen zugefiigt wurden 


Bei der Umrechnung auf absolute Werte ergibt sich, da® de 
Quadratzentimeter der Herzoberfliche durchschnittlich 400 Quanten 
pro Sekunde emittiert und in bezug auf die reine Systolazeit 800 bis 
1200 Quanten. 

Auber der Untersuchung von arbeitenden Muskeln und des Herzens 
wurde noch die Strahlung des Muskelbreies untersucht, der aus den 
mittels fliissiger Luft gefrorenen Muskeln hergestellt wurde. Wie von 
Kreps und Frank (noch nicht veréffentlichte Ergebnisse) gefunden 
wurde, erscheint der aus den Ruhemuskeln in einer physiologischen 
Lésung getaute Brei waihrend einiger Minuten als intensiver Strahle1 

In den Versuchen mit dem Photozahler wurden zwei Kiivetten (ein: 
aus Quarz und die andere mit einer glasernen Vorderwand) auf einen 
beweglichen Rahmen befestigt. Der Brei wurde in diese Kiivetten eingelegt. 
wobei man, ebenso wie in Versuchen mit den Herzen, durch Rahmen 
verschiebung vor dem Zahlerfenster einen ausstrahlenden frischen Brei in 
die Quarzkiivette (fiir die Lichtabzahlungen) einstellte. Die Versuchserge) 
nisse sind in der Tabelle angegeben. Versuche mit Muskeln, Muskelbrei 
und Herzen zeigen, da8 das mittels einer rein physikalischen Methode 
(Fhotoelektronenzahler) erhaltene Resultat vollkommen mit dem friiher 
mit Hilfe der biologischen, mitogenetischen Methoden erhaltenen Ergebnis 
iibereinstimmt. Dieses Resultat kann nicht anders erklart werden als durch 
die Annahme, daB die erwaihnten Objekte im aktiven Zustande ultraviolette 
Strahlen von einer sehr kleinen Intensitét, von der GréBenordnung von 
einigen Hundert Quanten/sec/qem emittierten. 


[V. Mitogenetische Strahlung bei chemischen Reaktionen (in vitro). 


Zurzeit steht uns dank den Arbeiten von W. Siebert! und Magrou* 
und in der letzten Zeit von N. Kannegiesser?, A. Braunstein und 
Potozky* ein betrichtliches Material zur Verfiigung, welches zeigt, 
daB bei allen bis jetzt erprobten Oxydationsreaktionen in vitro, sowoh! 
bei organischen wie auch anorganischen, der Gurwitsch-Effekt beob- 
achtet wird. Mit anderen Worten erscheint die Strahlung, die in einer 
bestimmten Weise mit der Energetik von chemischen Reaktionen 
verknipft ist, als eine ausschlieBliche Eigentiimlichkeit von biochemi- 
schen Prozessen, wird aber in gleichem MaBe bei den banalsten an- 
organischen Oxydationsprosessen beobachtet. Dies widerspricht dem 


1! W. Siebert, diese Zeitschr. 202, 115, 123, 1928. 

2 J.u. M. Magrou u. P. Reiss, C. r. Acad. Sciences 189, 779, 1929: 
J.u. M. Magrou, ebendaselbst 191, 963, 1930. 

3 N. Kannegiesser, diese Zeitschr. 236, 415, 1931. 

4 Braunstein u. Potozky, ebendaselbst 249, 270, 1932. 
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Umstande nicht, daB die Bedeutung der Tatsache der Strahlung bei 


hiologischen Prozessen ganz spezifisch ist. Diese spezifische Rolle 


der Strahlung bei Lebenserscheinungen fiihrte dazu, daB sie bei biologi- 
schen Objekten dank ihrer biologischen Aktivitat von Gurwitsch entdeckt 
wurden (mitogenetischer Effekt). Die Oxydation von Pyrogallol im 
Alkalimedium, die sehr gut mittels der biologischen Methoden von 
N. Kannegiesser untersucht wurde, ist die erste Reaktion gewesen, die 
von uns mit Hilfe des Photoelektronenzahlers untersucht wurde. 

In ein kleines, flaches Bad mit groBer Oberflache, das mit einer 
Natronlaugelésung gefiillt war, wurde eine Pyrogallollésung eingefiihrt 
2 bis 5%). Der Zahler wurde oberhalb des Bades aufgestellt, wobei 
sein Fenster nach unten gerichtet war. Die Lichtabzaihlungen erfolgten beim 
Eintreten des Pyrogallols auf die Oberflache der NaOH, die Dunkei- 
abzihlungen beim Aufhéren dieses Einlassens (mit kleinen Pausen zwecks 
Oxydation des Badinhalts) oder noch 6fters beim Ersatz durch ein anderes 
Kontrollbad mit schon friiher oxydierter Pyrogallollésung. 


Die Resultate einiger mit Pyrogallol ausgefiihrter Versuche sind 
in der Tabelle II] angefiihrt. 

Weiter haben Braunstein und Potozky (Biochemisches Institut 
in Moskau) uns freundlich die Ergebnisse einer noch nicht beendigten 
Arbeit tiber die systematische Untersuchung des Gurwitsch-Effektes bei 
Oxydationsprozessen mitgeteilt. 

Aus den von Braunstein und Potozky erhaltenen Resultaten folgt, 
da mindestens manche der von ihnen untersuchten Reaktionen eine 
sehr intensive Strahlungsquelle darstellen, viel- 
leicht viel intensiver als die gewdéhnlichen bio- 
logischen Prozesse. Die Reaktion von SnCl, 

HgCl, in einer Quarzkiivette, eine Fernwirkung 
auf Hefe bei einer Exposition von 20 Sekunden, 
ruft schon einen maximalen positiven Effekt 
hervor, bei 40 Sekunden schon den Beginn einer 
Depression. Dies bezieht sich auch auf die 
Reaktion K,Cr,O, + Fe,SO,, bei 30 Sekunden 4 . 
tritt die maximale Stimulation, bei 60 Sekunden - Glasplatre 
die Depression ein. Diese zwei Reaktionen wurden a 
von uns fiir Versuche mit dem Photoelektronen- — g.joma einer Versuchs- 


zihler als Detektor benutzt. anordnung mit 
chemischen Oxydations- 
Im Gegensatz zu Braunstein und Potozky, bei modellen. 
denen in eine mit Lésung gefiillte Kiivette eine an- 
dere Lésung eingegossen wurde, haben wir infolge der Notwendigkeit 
einer grOBeren Versuchsdauer die Methodik etwas geindert. Wie aus der 
Abb. 6 ersichtlich ist, tauchen in die Kiivette mit einer Quarzwand 
zwei Biiretten ein, die beide eine reagierende Lésung (n/10) ent- 
halten. Die beiden Lésungen flieBen in die Kiivette mit der Ge- 

















Kivette 


Biochemische Zeitschrift Band 249. 99 
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schwindigkeit von 4cem pro Minute ein. Zwecks  gleichmaBig: 
Mischung wurde durch die Kiivette kontinuierlich ein Luftblasenstro: 
geschickt. Der UberschuB der Fliissigkeit flieBt durch eine besondere klein 
Rinne aus. Die ,,Lichtabzihlungen** werden beim Durchgang der Fliissiy 
keit durch die Kiivette ausgefiihrt, die ,,Dunkelabzahlungen‘: bei gx 
schlossenen Hahnen oder bei der Abschirmung des Zahlerfensters durch, 
eine Glas- oder Glimmerplatte. AuBerdem wurden noch spezielle Kontro!! 
versuche, in denen durch die Kiivette nur eine Lésung durchgelassen ode: 
die eine Lésung durch Wasser ersetzt wurde, vorgenommen, um sich z1 
iiberzeugen, daB in der Versuchsanordnung selbst irgendwelche Faktoren 
fehlen, die die Zunahme der Entladungszahl hervorrufen kénnten. Zu 
unserem Erstaunen erschien die Intensitét der Strahlung der Reaktion 
HgCl, + SnCl, verhaltnismaéBig schwach und der Effekt selbst auf de: 
Empfindlichkeitsgrenze. Die Reaktion K, Cr,O, + FeSO, ergab, wie aus 
der Tabelle zu ersehen ist, ein gutes Resultat; ein nach der Intensitit 
ungefahr gleicher Effekt ergibt sich aber auch mit Muskeln. Nach ihre: 
Wirkung auf Hefe sollte die Intensitat der Strahlung bei dieser Reaktion 
unmeBbar groB sein. Es schien also, daB hier ein unléslicher Widerspruch 
besteht. 


Am natiirlichsten ware es, anzunehmen, da die mitogenetische 
Aktivitat (die Wirkung auf biologische Objekte) der untersuchten 
Reaktionen nicht mit der Strahlungsintensitét verkniipft ist, sondern 
mit irgendwelchen Eigentiimlichkeiten (qualitative Zusammensetzung 
oder Zeitablauf usw.). Die Richtigkeit dieser Erklarung konnte nur 
durch eine spezielle Untersuchung sowohl der spektralen Strahlen- 


zusammensetzung als auch der Wirkung der ultravioletten Strahlen 
in den qualitativ verschiedenen Gemischen gepriift werden. Aus der 
Betrachtung der Versuchsbedingungen entstand aber eine andere, auf 
den ersten Blick ziemlich unsichere Vermutung, die aber momentan 
experimentell ohne Verwendung irgendwelcher neuen systematischen 
Untersuchungen gepriift werden konnte. In der Tat unterscheiden sich 
die Versuchsbedingungen fiir die Wirkung auf die Hefe von denen mit 
der Wirkung auf den Zahler nur dadurch, daB, wihrend die ersten bei 
Tageslicht ausgefiihrt wurden, die zweiten bei vollkommener oder 
fast vollkommener Dunkelheit vorgenommen wurden. Es entstand 
nun die Frage, ob die Strahlungsintensitat der gepriiften Reaktionen 
bei Beleuchtung mit dem sichtbaren Licht zunimmt oder nicht. 

Der erste von uns in dieser Richtung angestellte Versuch unter- 
schied sich von den oben erwaihnten Experimenten mit Oxydations- 
reaktionen nur dadurch, daB die Kiivette mit der reagierenden Lésung 
von einer kleinen Punktlampe durch Seitenlicht beleuchtet war und 
zwar durch ein dickes Spiegelglas, um in dem beleuchtenden Licht 
die ultravioletten Strahlen auszuschlieBen. Es wurde die Reaktion 
K,Cr,0, + FeSO, genommen, bei welcher kein Niederschlag beob- 
achtet wurde, und bei der also eine verhaltnismaBig kleine Menge 
des sichtbaren Lichtes sich zerstreut und in den Zahler einfiallt. 
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“ob- Obgleich in allen beschriebenen Versuchen eine Reihe von Priifungen 
nge durchgefiibrt wurden, die mit Sicherheit bestatigten, daB die Zunahme 
der Dunkelentladungen bei der Belichtung der Keaktion gerade auf 
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Kosten des zusatzlichen zerstreuten sichtbaren Lichtes geht, wiinschte: 
wir doch die Versuchsbedingungen zu andern, und zwar in der Weis: 
daB die Anzahl der Dunkelentladungen unveranderlich bliebe und da{ 
der Effekt der Verstarkung der Strahlung in reiner Gestalt auftritt 
Dies wurde folgendermaBen erreicht. 
Es wurde ein kleines, lichtstarkes Quarzmonochromator 1: 2,5 kon 


struiert, mittels dessen die Reaktionsstrahlung untersucht wurde. Wie 
auf Abb. 7 gezeigt ist, wurde der Monochromator direkt vor den Zahler (Z 


Abb. 7. 
Schema einer Versuchsanordnung mit Monochromator. 
Z = Zé&hler. K = Kiivette mit reagierenden Fliissigkeiten. L = Automobillampe, die di¢ 
Kiivette beleuchtet. S = Spiegelglas — als Ultraviolettfilter. 


gestellt, wobei vor dem Kolimatorspalt eine Kiivette (A) mit den 
reagierenden Fliissigkeiten eingesetzt wurde. Der Spalt des Monochro 
mators (SP), der sich unmittelbar vor dem Zahler befand, wurde derart 
gewahlit, daB in den Zahler Strahlen im Gebiet zwischen 2000 bis 2700 
eingelassen wurden. Die langeren ultravioletten und die sichtbaren Strahlen 
wurden vollkommen geschnitten. Das zerstreute Licht, das als Folge de: 
Beleuchtung der Kiivette erhalten wurde und eine scheinbare Zunahme de: 
Dunkelentladungen in den obenerwéhnten Versuchen hervorrief, wurde 
hier tiberhaupt beseitigt. In der Tat blieb die Anzahl der Dunkelentladungen 
ohne Beleuchtung der Kiivette mit den reagierenden Lésungen dieselbe wie 
bei Beleuchtung. 

_ Zu gleicher Zeit ergibt sich ein scharfer Unterschied in der Zah| 
der ,,Lichtentladungen“. Ohne die Beleuchtung der Kiivette findet 
fast keine Zunahme der Entladungszahl statt (1 oder 1,5), bei de 
Belichtung der reagierenden Lésungen erreicht dieser Unterschied 
zwischen den Licht- und Dunkelentladungen 7 bis 10 (vgl. Tabelle II]. 
Versuch 5). Mit Riicksicht darauf, da8 beim Verwenden des Mono- 
chromators unter unseren Bedingungen (es wurde speziell fiir 2537 A 
gemessen) eine Abschwachung des zu untersuchenden Lichtes um das 
sechs- bis siebenfache eintritt, ergibt sich eine befriedigende Uberein- 
stimmung mit den oben erwahnten Versuchen der direkten Wirkung 
auf den Zihler, wo der Unterschied in der Dunkelheit 8 betragt und 
bei der Beleuchtung etwa 40. Mit anderen Worten, es findet unte: 
unseren Bedingungen bei der Belichtung der Reaktion eine Inten- 
sititszunahme um etwa das Fiinf- bis Sechsfache statt. Die Frage 
inwiefern die IntensitaétserhGhung der Emission proportional der 
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Belichtungsintensitat durch sichtbares Licht ist und von welchen 
Spektralgebieten sie abhiangt, muB den Gegenstand unserer weiteren 
Untersuchung darstellen und zur Aufklarung des Mechanismus dieser 
Erscheinung dienen. Es sei nur erwahnt, daB die Tatsache der 
\ktivation des sichtbaren Lichtes im Falle der untersuchten Reaktionen 
nichts Unerwartetes darstellt. In der Literatur finden wir eine Reihe 
von Hinweisen tiber die Lichtempfindlichkeit vieler Oxydations- 
prozesse beziiglich der Verainderung des Reaktionsverlaufes und der 


Rs 
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Abb. 8a. 


Reaktion geht im Dunkeln Reaktion geht im Lichte 
| | 
et el 
| a | 
+ + At ~S 


Se en en al | 
| | 
! | 
Abb. 8b. 
Kurven von zwei Versuchen mit der Reaktion: K,Cr,0; + FeSO, der Tabelle II. 
Die Strahlungsquelle wird abwechselnd exponiert und abgeschirmt. 
Jede Ordinate gibt eine Minutenabzihlung. 
Strichlinie = Niveau der Dunkel-Spontanentladungen. 
Dicke, schwarze Linie = Lichtentladungen (Reaktion wirkt auf Za&bler). 


Mittelwerte fiir Abb. 8a sind in Tabelle II unter Nr. 4, fiir Abb. 8b unter Nr. 5, 5a und 5b 
dargestellt. 





teaktionsgeschwindigkeit. Zurzeit wissen wir aber noch nicht, von 
welchen Faktoren die von uns beobachtete Intensitaétszunahme der 
Strahlung abhangt. 

V. Schluf. 


Zusammenfassend sehen wir, da die Methode des Photozahlers 
tatsachlich die Methode ist, mittels welcher es gelingt, die mitogenetischen 
Strahlen nachzuweisen und sie quantitativ zu untersuchen, und zwar 
auf rein physikalischem Wege ohne Teilnahme von _ biologischen 
Detektoren. 

Die von Rajewsky bei der Untersuchung der Zwiebelwurzel, des 
Zwiebelsohlenbreies, des Carcinoms! und zum SchluB des Albumins in 
physiologischer Lésung? erhaltenen Resultate werden vollkommen von 


1 i.e. 
2? Klin. Wochenschr. 10, Nr. 32, 1672. 


{ 
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unseren Versuchen bestatigt durch den Nachweis und die Strahlung vo) 
anderen Objekten, wie z. B. des arbeitenden Muskels, des arbeitendey 
Herzens, des Muskelbreies und chemischer Oxydationsmodelle. 


Die nicht vollkommene Ubereinstimmung in der Bestimmung de; 
absoluten Intensitat der mitogenetischen Strahlung wird vielleicht 
durch die Tatsache erklirt, daB wir es mit verschiedenen Strahlungs 
quellen zu tun hatten; es wire kaum mdglich, diese Quellen miteinande: 
zu vergleichen. 

Von besonderem Interesse ist der erfolglose Versuch von Friedrich und 
Schreiber', die Strahlung der Hefekultur auf Agarmedium mittels eine 
analogen Methode nachzuweisen, wovon schon oben die Rede war. Ersten- 
war die Empfindlichkeit der Apparatur bei den erwahnten Autoren an 
scheinend niedriger als bei Rajewsky und uns, so daB unter gleichen Bx 
dingungen ein positives Resultat kaum erhalten werden konnte. AuBerden 
ist die Wahl der Untersuchungsobjekte selbst als ungiinstig zu betrachten. 
Wie von Potozky? festgestellt wurde, sind die Hefen in der Agarkultw 
besonders gegen sichtbares Licht empfindlich. Unter den gewohnlichen 
Bedingungen erscheinen sie als ziemlich schwache Strahlungsquellen und 
in der Dunkelheit verlieren sie iiberhaupt die Fahigkeit, irgendeine Emission 
zu liefern. Es ist sehr méglich, daB es sich hier nicht um ein vollstandiges 
Aufhéren der Emission handelt, sondern um eine merkliche Abnahme de: 
Intensitat ; aber auch dies spielt bei der Arbeit mit dem Zahler in der Dunkel- 
heit eine betrachtliche Rolle. 

Zurzeit kénnen wir mit grober Wahrscheinlichkeit sagen, daB viel 
Strahlungsquellen mehr oder weniger vom sichtbaren Licht abhangen 
Die vorlaufigen Versuche mit der Wirkung der Herzstrahlung auf di: 
biologischen Objekte zeigen, daf diese Wirkung in der Dunkelheit 
schwacher als bei Licht ist. Die in dieser Arbeit angegebenen Daten 
iiber die Intensitét der Strahlung bei anorganischen Oxydations- 
prozessen illustrieren schon in quantitativer Form diese Abhangigkeit 
vom sichtbaren Licht fiir die Reaktionen, die in vitro verlaufen. 

Es ist noch eine Tatsache zu beachten, die mit den Versuchen von 
Reiter und Gabor* verkniipft ist, nimlich die mitogenetischen Strahlen 
zu photographieren. 

Der Zwiebelbrei wirkte auf die photographische Platte nur dann 
wenn er mit sichtbarem Licht belichtet wurde. Selbstverstandlich 
wurde der Brei von der Platte durch ein spezielles, schwarzes Glas 
getrennt, welches die ultravioletten Strahlen des Breies, nicht aber 
ihn beleuchtende sichtbare Licht durchlaBt. 

Leider gelang es, wie schon oben erwahnt, nicht, diese Versuch: 
zu wiederholen. Obgleich die Abhangigkeit der Intensitat der mito- 


1 1c 


2 A. Potozky, Biol. Centralbl. 50, 1930; 52, Heft 3, 1932. 
* i060, 
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genetischen Strahlen von der Belichtung der Quelle mit sichtbarem 
Licht eine eingehende und systematische Untersuchung erfordert, 
kénnen wir doch schon jetzt diese Frage in einer allgemeineren Form 
stellen. 

Wenn wir iiber die Intensitat der mitogenetischen Strahlen sprechen, 
miissen wir immer beriicksichtigen, unter welchen Beleuchtungs- 
bedingungen diese Intensitat geschitzt wird. In erster Reihe bezieht 
sie sich auf die Messungen der Intensitat mittels eines Photozahlers in 
vollkommener Dunkelheit. Es ist klar, daB, wenn nicht in allen, doch 
aber in sehr vielen Fallen, die in dieser Weise erhaltenen Resultate der 
gewohnlichen Sachlage bei vielen biologischen Experimenten nicht 
entsprechen kénnen, z. B. bei hellem Tageslicht oder bei kiinstlichem 
Licht. Es sei wiederholt, daB es unsere nachste Aufgabe ist, endgiiltig 
aufzuklaren, ob dies tatsachlich zutrifft und inwiefern wir uns irren, 
wenn wir die Versuche in der Dunkelheit mit denjenigen im sichtbaren 
Licht vergleichen. 

Zusammenfassung. 


1. Ein Photoelement mit einer Aluminiumkathode und einer 
speziellen Anodenschleife, das als Geiger scher Zahler arbeitet, erméglicht 
es, die Intensitét der Ultraviolettstrahlung von der Ordnung von 
einigen hundert Quanten pro Sekunde nachzuweisen, die in das 
Fenster des Photoelements einfallen. 

2. Mit Hilfe dieses Apparats gelang es unmittelbar, die Intensitat 
der mitogenetischen Strahlen des arbeitenden Muskels, des isolierten 


Herzens, des Muskelbreies und einiger chemischer Oxydations- 


reaktionen, die in vitro verlaufen, zu messen. 

3. Fur eine der chemischen Reaktionen, die als Beispiel genommen 
wurde (K,Cr,0, + FeSQO,), ist die Abhangigkeit der Intensitaét der 
Ultraviolettstrahlung von der Belichtung mit  sichtbarem Licht 
nachgewiesen. 





Die Zusammensetzung 
der Lipoide normaler und pathologischer Organe. 


I. Mitteilung: 
Die Lipoide der Lymphdriisen des Rindes. 


Von 


B. Lustig und E. Mandler. 


(Aus dem chemisch-pathologischen Laboratorium der Rudolfsstiftung 


Wien IIT.) 


(Eingegangen am 15. April 1932.) 


Im letzten Jahrzehnt wurde der Gehalt und die Zusammen- 


setzung der Lipoide in verstarktem MaBe naher untersucht!. Viele 


dieser Untersuchungen sind entweder infolge methodischer Fehler, 
bedingt durch Anwendung ungenauer Methoden, wie z. B. kolori- 
metrischer Cholesterinbestimmungsmethoden oder durch bloBe Be- 
stimmung einiger allgemeiner Konstanten der Gesamtlipoide, fiir den 
Nachweis des Vorhandenseins spezifischer Lipoidzusammensetzung der 
einzelnen Organe, sowie ihrer pathologischen Veranderungen bei Er- 
krankungen des tierischen Organismus von nur beschranktem Wert 
Unsere Untersuchungen gingen dahin, die Zusammensetzung der 
Organlipoide mit Hilfe méglichst genauer Methoden naher zu erforschen 
und ihre Veranderungen bei pathologischen Zustanden festzustellen. 
Als Methoden kamen nur solche in Betracht, mit Hilfe welcher die 
Lipoiduntersuchungen in 50 bis 200g des zu untersuchenden Organs 
durchgefiihrt werden konnten. Es wurden zuerst die Lipoide der Rinder- 
lymphdriisen untersucht, da iiber deren Zusammensetzung nur sehr 
wenige vereinzelte Angaben in der Literatur? vorhanden sind. Da 
O. Keller? zweierlei Arten von Lymphdriisen unterscheidet, und zwar 


1S. Tierfelder-Klenk, Chemie der Cerebroside und Phosphatide 1930; 
H. Magistris, Erg. d. Phys. 32, 1931. 

2 S. Oppenheimer, Biochem. d. Menschen u. Tiere 4, 1925. 

3 Ber. ii. d. ges. Phys. 18, 207, 1922. 
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|. milzihnliche Splenoide, die nur bei den Widerkauern vorkommen 
und 2. bluthaltige Lymphdriisen, die bei allen Saugetieren vorhanden 
sind, wurden sowohl die Mesenterial- wie auch die Achsellymphdriisen- 


lipoide des Rindes gesondert untersucht. 


Die Darstellung der Gesamtlipoide aus dem Organ erfolgte in der 
Weise, daB die sorgfdltig besonders vom anhaftenden Fett gereinigten 
Lymphdriisen faschiert, dann mit dem fiinf- bis sechsfachen Volumen 
Aceton unter 6fterem Umriihren stehengelassen, filtriert und mit Aceton 
nachgewaschen wurden. Die vereinigten Acetonausziige wurden im Vakuum 
zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit dem Organ wieder vereinigt 
und beide im Soxhlet 10 bis 12 Stunden erschépfend extrahiert. Da _ bei 
der direkten Extraktion bis 10°, des Organfettes nicht extrahierbar sind 
und dieses nicht extrahierbare Fett eine von den itibrigen abweichende 
Zusammensetzung zeigt, wurde das restliche Organfett nach C. Dornmayer' 
n der Weise gewonnen, da das extrahierte Fett 48 Stunden mit 
Pepsin abs, Merck und Salzséure im Brutschrank verdaut wurde. Die 
Losung wurde dann im Vakuum zur Trockne eingedampft und der Riick- 
stand 8 bis 10 Stunden im Sozhlet mit Ather extrahiert. Das Verfahren 
von Kumagawa-Suto*? kam nicht in Betracht, weil durch dieses nur die 
Fettsiuren unter Zerstérung der eigentlichen Lipoidzusammensetzung 
erfaBt werden. Da das nach der Pepsinverdauung gewonnene Lipoid einer- 
seits infolge seiner geringen Menge bei einer Untersuchung nach Vereinigung 
mit dem direkt extrahierbaren die Zusammensetzung desselben nur wenig 
beeinflussen kann, andererseits seine Nichtextrahierbarkeit beim direkten 
Ausziehen und seine vom ersten Extrakt vollkommen abweichende Zu- 
sammensetzung auf seine festere Bindung in der Zelle hinweisen, wurden 
die beiden Extrakte gesondert untersucht. Wir bezeichnen bei unseren 
weiteren Untersuchungen den durch direkte Extraktion gewonnenen als 
direkt extrahierbares Lipoid**, den nach Pepsinverdauung gewonnenen als 
.gebundenes Lipoid. 

Die atherischen Lésungen wurden zur Trockne eingedampft, dann 
wieder mit Ather aufgenommen, filtriert und auf Volumen aufgefiillt. In 
einem Teile wurde dann nach Verjagung des Athers und Trocknen bis 
zur Konstanz das Gewicht gravimetrisch, dann in der gleichen Portion die 
Séurezahl* und nach Uberspiilen und Veraschen nach Neumann der 
Phosphorgehalt nach Embden in der Modifikation von M yrbdvk-Roche+ 
bestimmt. In anderen Portionen wurde der Stickstoffgehalt nach K jeldahl- 
Pregl und das Cholesterin gravimetrisch nach Szent-Gydérgyi® bestimmt. 
Die Hauptmenge der atherischen Lésungen wurde dann teils fiir die nahere 
Untersuchung des Unverseifbaren und der Fettsduren teils fiir die Dar- 
stellung der in Aceton unléslichen Phosphatide verwendet. 


' Pfliigers Arch. 61, 341, 1895; 65, 90, 1896; siehe auch Liebermann, 
Malys Jahresb. 1893. 

2 Diese Zeitschr. 8, 212, 1908. 

3’ Alle Fettuntersuchungsmethoden, bei denen keinerlei Autoren an- 
gegeben sind, wurden nach Griin, Analyse der Fette und Wachse 1, 1925, 
durchgefiihrt. 

4 Nach Rona, Prakt. d. phys. Chem. 2, 1929. 

5 Diese Zeitschr. 136, 107, 1923. 





346 B. Lustig u. E. Mandler: 


Die Bestimmung des Unverseifbaren und der Zusammensetzung (+ 
Fettséuren geschah in der Weise, daB nach Verjagen des Athers die \V» 
seifungszah! in alkoholischer Lauge bestimmt wurde, dann nach Fahr) 
durch zweifache Extraktion mit Ather bei alkalischer Reaktion und Wasche, 
des Athers mit Lauge das Unverseifbare von den Fettsauren getrennt 
wurde. Der Ather wurde dann noch zweimal mit destilliertem Wasse; 
gewaschen. Die alkalischen Lésungen wurden angesduert, mit Ather di: 
Fettsaéuren ausgeschiittelt, dann der Ather bis zur Séurefreiheit des Wasc}, 
wassers gewaschen, wodurch die Gesamtfettsaéuren isoliert wurden. |} 
dem Unverseifbaren wurden Menge gravimetrisch, Gesamtcholesterin nach 
Szent-Gyérgyi? und die Jodzahl nach Winkler bestimmt. Die Bestimmung 
der Jodzahl, Saéure und Verseifungszahl geschah beim Vorhandensein 
geringer Mengen in der Weise, da®B die verwendeten Substanzmenge: 
und Reagenzien verringert wurden, nicht aber die Konzentration de: 
verwendeten Lésungen. Auf diese Weise wurden, wie Vorversuche ergaben 
bei geringen Substanzmengen mit der Makromethode identische Wert: 
erhalten. Aus dem Cholesteringehalt sowie der Jodzahl der Unverseifbaren 
wurde die Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren berechnet. Von 
den Gesamtfettsaiuren wurden nach Bestimmung der Menge (gravimetrisch 
beim Vorhandensein geringer Substanzmengen nur die Saéure und Jodzah| 
in der gleichen Portion hintereinander bestimmt. Beim Vorhandensein 
gr6Berer Mengen wurde die Trennung in feste und fliissige Fettsaéuren 
durchgefiihrt. Das gewéhnlich dafiir verwendete Verfahren von Twitch: 
hat nach Grossfeld* eine groBe Fehlerbreite. Wir verwendeten dafiir das 
Verfahren von Cooks*, das diese Fehler zum gr6Bten Teil vermeidet. Lie 
Vorschrift von Cooks ist folgende : 3,5 g Fettsaiuren werden in 50 cem Alkoho! 
gelést und mit der gleichen Menge einer 6,9°,,ig. alkoholischen Bleiacetat 
lésung in der Siedehitze gefallt, bei 15 bis 20° iiber Nacht stehengelassen 
Die Lésung wird dann abgenutscht, fiinfmal mit je 20 ccm Petrolathe: 
(Siedepunkt 40 bis 60°) nachgewaschen. Das Filtrat wird zur Trockn 
eingedampft, der Riickstand mit 20cem Alkohol und einem Tropfen Eis 
essig in der Hitze gelést, 3 Stunden bei 15 bis 20° stehengelassen, durch ein 
frisches Filter filtriert und zweimal mit je 10 cem Alkohol nachgewaschen 
Der Filterinhalt wird mit der ersten Bleisalzfallung gereinigt. Die Ble 
salze mit Salpetersdure zerlegt, die Fettsiuren in Ather aufgenommen und 
dieser mit Wasser bis zur Saéurefreiheit gewaschen (feste Fettsauren). Das 
Filtrat der zweiten Bleifallung auf die gleiche Weise behandelt ergab di 
fliissigen Fettsauren. Bei Vorhandensein geringerer Fettsaéuremengen 
wurde die Menge der verwendeten Lésungsmittel und Reagenzien ent 
sprechend verkleinert. Bestimmt wurden bei beiden Fraktionen Menge. 
Saurezahl, Jodzahl, bei den festen Fettsiuren auch der Schmelzpunkt 
nach Ubelohde>, aus den Saurezahlen wurde das mittlere Molekular- 
gewicht der Fettsauren berechnet. 


Fiir die Bestimmung der Phosphatide wurde ein Teil des Atherextrakte- 
mit dem fiinffachen Volumen Aceton gefallt, bei 0° iiber Nacht stehe: 
gelassen, zentrifugiert und der Riickstand wieder in Ather gelést. Dani 


* Chem. Umschau 27, 134, 1920. 

2 Diese Zeitschr. 186, 107, 1923. 

3 Chem. Umschau d. Fette u. Ole 1930, S. 1. 

4 Zentralbl. 2, 931, 1931. 

5 Handb. d. Chem. u. Techn. d. Ole u. Fette 1, 321, 1908. 
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rde die Fallung mit Aceton wie oben wiederholt. In der nach zweimaliger 
fallung erhaltenen Lésung wurden Menge (gravimetrisch), Phosphor 
nach Embden-M yrbdck-Roche und Stickstoffgehalt bestimmt. AuBerdem 
wurden Verseifungszahl, Gesamtfettsaéuren, sowie die Jod- und Saurezahl 
der Fettsauren wie oben bestimmt. Die mit Hilfe der angegebenen Methodik 
den Lymphdriisen gefundenen Werte sind in der Tabelle I (Mesenterial- 
nphdriisen), Tabelle IIT (Mesenteriallymphdriisen) und Tabelle [11 ( Achsel- 
lymphdriisen) vereinigt. Der erste Teil der Tabelle gibt die einzelnen Werte 
n Prozenten der Gesamtlipoide, der zweite Teil die Zusanimensetzung der 
Gesamtfettsauren, der dritte Teil die Zusammensetzung der acetonfallbaren 
Phosphatide an. Die Rubrik A entspricht dem direkt extrahierbaren 
Lipoid, die Rubrik B dem gebundenen Lipoid. 


Tabelle I. 


(Mesenteriallymphdriisen, 200 g). 





A B 
Direkt extrahier- Gebundenes 
bares Lipoid, Lipoid, 
Menge 1,63 °)» Menge 0,16°), 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


PS yg ep 0,66 % 0,11 % 
a a a a 0,43 % 1,40 %, 
EE Ht Ee ay ek ew wo 26,5 31,2 
Verseifungszahl . . . ee ee eee 144.9 131,2 
Esterzahl. .... Aes et or ig PS ee We 118,4 100.0 
Gesamtunverseifbares <2 ee re 20,4 % 19,54 % 
PI go ol we et eae 11,4 % 5,77% 
Gesamtcholesterin . . . Pe ses 13,4 % 5,77 ° 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren —o ; 71,4 85,4 
Jodzahl des cholesterinfreien Unve reeifbaren . 82.4 93,4 
Menge der Gesamtfettsauren . . Peeve, 60,23 °, 69,20 ©, 
Menge der acetonfallbaren Phosphatide ae 12,6% Spuren 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsauren. 


Menge der festen Fettsauren. ....... 44,29 % 28,7 % 
Saurezahl] der festen Fettsduren ...... 212.7 185.5 
Jodzahl der festen Fettsfuren ....... 11,8 30,4 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren ... . 53,6° 53,0° 
Mittleres Molekulargewicht d. festen Fettsiuren 263.8 302.5 
Menge der fliissigen Fettsiuren. ...... 55,71 % 71,30 % 
Saurezahl der fliissigen Fettsiuren ..... 151,0 171,0 
Jodzahl der fiiissigen Fettsauren . . —e 134,1 165,8 
Mittleres Molekulargewicht d. fliiss. Fettsiuren 371,6 328,2 


3. Zusammensetzung der Phosphatide. 


PRN Ga crea 0G ge SANS 3,24 % 
EE a ee 1,21 °, 
Verseifungszahl . . ...... ke @ % 281,09 
Gese amtfettsduren, Py ae Bie wane 582% 

™ aR ee 171,3 

« Jodzahl ... : 105.9 

eS mittleres Mo lekulargewicht 327.6 





B. Lustig u. E. Mandler: 


Tabelle II. (Mesenteriallymphdriisen, 40 g.) 





A B 
Direkt extrahier- Gebundens 
bares Lipoid, Lipoid, 
Menge 1,51 °/» Menge (),24 
des Organs des Orgar 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


a ee et ae ere ere ee 0,48 °,, 
a een ae ee ae ae 0,51 %, lodse 
Ee ce ova: einbe ie icant ber ie” ibe A 42.7 35, M tthe 
Na i i eg en 169,3 aM. 
ia ow oso whe ths & Rs ie 0M 117,6 
Gesamtunverseifbares ........... 37,8 °, lodss 
Peetes Coomesterim . 2 ww tte ee 10,5 % heres 
Gesamtcholesterin . . . rn Be 15,6 % 2,2 % Mitth 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren. . . j 111,0 73,6 Men 

Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren . 143,2 i 
Menge der Gesamtfettsauren . ae 46,5 °, lodes 
Menge der acetonfallbaren Phosphatide bie 94% — Mitth 


saure 


Meng 
saure 


2. Zusammensetzung der (Gesamtfettsiuren. 


Saurezahl der Gesamtfettsiuren. . ..... — 

Jodzahl der Gesamtfettsiuren. . . - 3.8 Phos 
Mittleres Molekulargewicht d. Gesamtfettsiuren os 2 Stick 
Menge der festen Fettsturen. ....... 31.2% . Verse 
Saurezahl der festen Fettsiuren. ...... 206,0 Meng 
Jodzahl der festen Fettsturen ....... 10,0 Saure 
Schmelzpunkt der festen Fettsauren. . . 52,8° Jodze 
Mittleres Molekulargewicht d. festen F etteduren 273.1 - Mitt] 
Menge der fliissigen Fettsiuren. . ..... 68,8 % 


3. Zusammensetzung der Phosphatide. 
NS sc ee ee oe ce ee 422% Orga 


I 6 5 5 2 6 wet 8a ys" 1,0% ents] 


Acet 


Tabelle III. (Achsellymphdriisen, 100 g.) i wl 





B aus 


A 
Direkt extrahier- Gebundenes Fett 
bares Lipoid, Lipoid, 
Menge 1,49 9!» Menge 0,14‘ ents) 
des Organs des Organs bs 
driis 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. zeigt 
INR Fs 15 wl gee “athe: lee oe ws 0,69 % 
ER So oe ek be eS 0,49 %, 
re a a 2 ge ee Gy ey es 26,1 
IES ee i eG A 104,7 
Dania ey Sy Oh ae Ge 78,6 
Gesamtunverseifbares .......4.... 21, 3% 
eee MES co Sk we ee % eo 532° 
Gesamtcholesterin . . . aye eee 340°. 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . Be : 65,4 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren , 65,0 
Menge der Gesamtfettsiuren . . . Prats 58,2 % 9% gege 
Menge der acetonfallbaren Phosphatide - 15,02 % Spuren extr 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





A B 
Direkt extrahier- Gebundenes 
bares Lipoid, Lipoid, 
Menge 1,49°'» Menge 0,14° 
des Organs des Organs 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsauren. 


Siurezah] der Gesamtfettsauren. . ..... _ 140.9 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren. . . aie 82,3 
Mittleres Molekulargewicht d. Gesamtfettsauren n ~ 398.4 
Menge der festen Fettsiuren. ....... 80,1 % 

Siurezahl der festen Fettsauren. . . rete 206,2 

Jodzahl der festen Fettsauren ....... 54,5 

Schmelzpunkt der festen Fettsiuren. . . 51,0° 

Mittleres Molekulargewicht d. festen Fettsauren 272,1 

Menge der fliissigen Fettsiuren. . ..... 19.9% 

Saurezahl der flissigen Fettsituren ..... 153,2 

Jodzah) der fliissigen Fettsauren . . 114,3 

Mittleres Molekulargewicht d. fliiss. Fettsiuren 366.3 


3. Zusammensetzung der Phosphatide. 


POU cS se oe ag os, ee 2,9% 
Stickstoffgehalt 

Verseifungszahl ‘ 

Menge der Gesamtfettsiuren 

Saurezahl der Gesamtfettsauren . 

Jodzahl der Gesamtfettsauren. . 

Mittleres Molekulargewicht d. Gesamtfettsiuren 


Die gefundenen Mengen der Gesamtlipoide betragen aufs feuchte 
Organ berechnet 1,54 bis 1,79°,. Bei den direkt extrahierbaren Lipoiden 
entspricht der Phosphorgehalt fast vollsténdig dem Phosphor des mit 
Aceton fallbaren Anteils, nicht aber der Stickstoffgehalt, der viel héher 
ist als der der Phosphatide. Etwa ein Drittel des Unverseifbaren besteht 
aus Cholesterin. Wahrend das mittlere Molekulargewicht der festen 
Fettsiuren dem eines Gemisches von Palmitin- und Stearinsaiure 
entspricht und mit Ausnahme der festen Fettsiuren der Achsellymph- 
driisen nur einen geringen Gehalt an festen ungesattigten Fettséiuren 
zeigt, entspricht sowohl das Molekulargewicht wie auch die Jodzahl 
der fliissigen Fettsiuren den héheren und ungesattigteren Homologen 


der Olsiure. Die Phosphatide bestehen auf Grund ihres Phosphor- 


und Stickstoffgehalts hauptsichlich aus Monoaminophosphatiden. 
Auffallend ist die hohe Verseifungszahl der Phosphatide sowie das 
hohe Molekulargewicht ihrer Fettsaéuren, welches auf das Vorhandensein 
von Cy bis Cy Fettsiuren hinweist. 


Die nach Pepsinverdauung gewonnenen gebundenen Lipoide zeigen 
gegeniiber dem die Hauptmenge der Gesamtlipoide bildenden direkt 
extrahierbaren Fett weitgehende Differenzen. Sie zeigen hohen Stick- 
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stoffgehalt bei niedrigem Phosphorgehalt, hohen Gehalt an Unverseit. 
barem, von dem nur ein geringer Teil (etwa ein Achtel) aus Cholesterin 
besteht und nur Spuren acetonfallbarer Lipoide. Die Fettsdéuren de: 
gebundenen Lipoide haben im Gegensatz zu denen des direkt extrahicr- 
baren ein viel héheres Molekulargewicht, so daB geringere Palmitin- und 
Stearinsiuremengen vorhanden sind. 

Zwischen den Lipoiden der Achsel- und Mesenteriallymphdriisen 
bestehen einige auffallende Differenzen. Die Gesamtfettséuren der 
direkt extrahierbaren Lipoide der Achsellymphdriisen bestehen zu 
80°, aus festen Fettséuren, im Gegensatz zu denen der Mesenterial- 


lymphdriisen, die zum gréBten Teil aus fliissigen Fettsiuren bestehen. 
Die festen Fettsiuren der Achsellymphdriisen zeigen gemaB ihrer 
Jodzahl einen fiinfmal so hohen Gehalt an festen, ungesittigten Fett- 
sauren. DaB diese hohe Jodzahl nicht auf eine fehlerhafte Trennung 
zuriickzufiihren ist, beweist der den festen Fettsiuren der Mesenterial- 
lymphdriisen fast gleiche Schmelzpunkt. Das gebundene Lipoid de: 
Achsellymphdriise zeigt eine auffallend niedrige Jodzahl des Unver- 


seifbaren. 

Es wurden, um die Art der festen Fettséuren naher erfassen zu kénnen, 
die festen Fettséuren der Mesenteriallymphdriisen mit Magnesiumacetat 
fraktioniert gefallt und nach Zersetzen der Magnesiumsalze mit Salpeter 
siure und Reinigen der freien Saéuren die Schmelzpunkte jeder einzelnen 
Fraktion (insgesamt sieben Fraktionen) bestimmt. Dieser schwankt: 
zwischen 50,5 bis 60° (gegeniiber urspriinglich 53,6°), was darauf hinweisen 
wiirde, daB die Hauptmenge der Fettséiuren nur aus zwei Bestandteilen 
besteht, und zwar wahrscheinlich aus Palmitin- und Stearinsaéure. 


Zusammenfassung. 


Es wurden die Gesamtlipoide der Mesenterial- und Achsellymph- 
‘driisen untersucht, wobei zwischen den direkt extrahierbaren 90°, des 
Gesamtfettes bildenden Lipoiden und den nach Pepsinverdauung extra- 
hierbaren gebundenen Lipoiden unterschieden wird. Beide Extrakte 
wurden weitgehendst unter Vermeidung  fehlerhafter Methoden 
auf ihre Bestandteile, Zusammensetzung und Eigenschaften derselben 
untersucht. 


Bei dem direkt extrahierbaren Lipoid entspricht der Phosphor- 
gehalt dem mit Aceton faillbaren Phosphatid. Vom Unverseifbaren ist 
nur ein Drittel mit Digitonin fallbares Cholesterin. Die festen Fett- 
siuren bestehen hauptsachlich aus Palmitin- und Stearinsaure, dic 
Phosphatide aus Monoaminophosphatiden. Die fliissigen Fettsauren 
und die Phosphatidfettsiuren haben ein héheres Molekulargewicht, als 
den C\, und C\,-Saéuren entspricht. Bei den fliissigen miissen auc! 
zwei- und mehrfach ungesattigte Fettsiuren vorhanden sein. 
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Die gebundenen Lipoide haben einen viel héheren Gehalt an 
Unverseifbarem als die direkt extrahierbaren, wobei nur ein geringer 
feil mit Digitonin fallbar ist. Aceton faillbare Phosphatide sind nur in 
jujersten Spuren vorhanden. Die Fettséuren zeigen ein hohes mittleres 


Molekulargewicht. 

Bei den Achsellymphdriisen bestehen die Gesamtfettsiuren zu 
su°,, aus festen Fettsiuren, welche auch gréBere Mengen fester un- 
gesittigter Sauren (Isofettsauren) enthalten, wahrend bei den Mesen- 
teriallymphdriisen die Menge der fliissigen Fettsiuren tiberwiegt. 

rial- Auffallend ist auch die sehr niedrige Jodzahl des Unverseifbaren beim 
hep. gebundenen Restlipoid der Achsellymphdriisen. 
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Die Zusammensetzung 
der Lipoide normaler und pathologischer Organe. 


Il. Mitteilung: 


Die Lipoide der normalen Leber, sowie deren Veriinderungen bei Leberearcinon 
und Melanosarkom. 


Von 
B. Lustig und E. Mandler. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung 


Wien III.) 


(Eingegangen am 15. April 1932. 


Uber die Zusammensetzung und Art der Lipoide der normalen 
Leber sind zahlreiche Publikationen vorhanden. Ausfiihrliche Unter. 
suchungen iiber Lipoid-Veranderungen beim Carcinom sind, wenn man 
von den Untersuchungen beim Impfcarcinom von Mausen und Ratten 
absieht, selten. Die meisten dieser Untersuchungen beschaftigen sich 
hauptsdchlich mit den Veranderungen des histologischen Bildes oder 
begniigen sich mit der Bestimmung vereinzelter Bestandteile und 
Kennzahlen. Ihre Ergebnisse sind einander widersprechend, was in 
erster Linie auf die unvollkommene Methodik zuriickzufiihren ist 
Uber Veranderungen der Lipoide bei Melanosarkom konnten wir keinerl: 
Angaben in der Literatur vorfinden. 

Die Leberlipoide enthalten gréRere Phosphatidmengen. Bei kiinst- 
licher Durchstr6mung der Leber werden nach Jost' Phosphatide aut 
genommen und anorganischer Phosphor abgegeben. Der Abbau des Lebe: 
fettes geschieht nach dem gleichen Autor auf dem Wege der Umwandluny 
in Phosphatide. Nach Sinclair? R.G. beeinflussen viele Nahrungsfette «i 
Jodzah] der Phosphatidfettséuren. Der in der Kaninchenleber gefunder 
Cholin- und Colaminstickstoff entspricht nach Witanowski* nur etwa 15 
des Phosphatidphosphors. Die Lipoide der Leber zeichnen sich nac! 
Samartino* durch einen besonders hohen Gehalt an freien Fettséuren au- 


' Amer. J. of Physik. 90, 404, 1929. 
J. of biol. Chem. 92, 245, 1931. 
Ber. ii. d. ges. Phys. 61, 641, 1931. 
Diese Zeitschr. 132, 343, 1922. 
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Je niedriger der Fettgehalt der Leber, um so hoher ist nach B. Miiller' 
die Jodzahl des Leberfettes. Nach dem gleichen Autor befinden sich in der 
Leber neben Olséure und Arachidonsaure eine dreifach ungesattigte Cus- 
Fettsiure. Bei Leberverfettung konnte er keine Vermehrung der mehrfach 
ungesattigten Fettsiuren finden. Der Gehalt der Leber an Arachidon- 
siure betrigt nach J. B. Brown? 2,0 bis 7,7°,, des Gesamtfettes. Allerdings 
stimmt das von ihm gefundene Molekulargewicht und die Jodzah! nicht mit 
den theoretischen Werten iiberein. Die Ursache dessen ist, da8 in der Leber 
nichtArachidonsaure, sondern, wie Klenk * nachgewiesen hat. eine ungesittigte 
(,-Fettsiure vorhanden ist, die nach der Hydrierung Behensiiure gibt. Der 
Phosphatidgehalt der Leberlipoide betraigt nach Heffter* bis zu 50°, det 
atherléslichen Substanz, wobei kein Schwefel im Atherextrakt vorhanden 
ist, wahrend nach Kahn und Barsky® S-haltige Lipoide in der Leber vorhanden 
sind. Frank® fand in der Leber ein Kephalin von N zu P 1: 1,03. Die 
Phosphatide sind nach Theiss? der bewegliche Anteil der Leberlipoide. 
Die Leber enthalt nach dem gleichen Autor 4,6°,, Gesamtfett, wobei 
34.5%, der fliissigen Fettsaiuren vierfach ungesattigte Saéuren sind. Das 
Cholesterin bildet nach Lemeland® etwa 40 bis 60°, des Unverseifbaren 
der Kaninchenleber. Versuche von Channon und Marian®, Squalen in der 
menschlichen Leber nachzuweisen, ergaben wohl hoch ungesattigte Squalen 
nahe verwandte Substanzen, doch war Squalen selbst nicht nachweisbar. 
Nach Pfeifer’? sind 12,2°,, des Gesamtlebercholesterins Oxycholesterin. 
Schénheimer, Behring und Hummel™ fanden in der Menschenleber 72,4°, 
des Unverseifbaren aus Cholesterin bestehend, wobei die Sterine 1,6 bis 
1.8°., gesittigter Sterine enthalten. 

Freund und Kaminer™ haben auf die Beziehungen zwischen Carzinom 
und der fiir Carzinom spezifischen Fettsiure hingewiesen. Bei carzinoma- 
téser Leber konnte R. Wolter’? keine Vermehrung des Fettgehaltes finden. 
Er fand eine Verminderung des Phosphorgehaltes des Lipoids und eine 
Vermehrung des Cholesterins. Diese auch von anderer Seite bestatigte 
Cholesterinvermehrung in carzinomatésem Gewebe ist, wie Untersuchungen 
von Willheim und Fuchs" zeigen, nicht nur in den Zerfallsprodukten, sondern 
auch in intakten Carzinomzellen vorhanden. Benigne Tumoren enthalten nach 
Burgheil und Joel einen viel geringeren Cholesteringehalt als maligne. 
Brerich, Detiel und Lang'* fanden eine Vermehrung der Cholesterinester 


! Naunyn-Schmiedebergs Arch. 147, 219, 1930. 

2 J. of biol. Chem. 80, 455, 1928. 

3 Zeitschr. f. phys. Chem. 194, 191, 1931. 

4 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 28, 97. 

5 Wiener klin. Wochenschr. 1926, 8S. 687. 

® Diese Zeitschr. 50, 273, 1913. 

7 J. of biol. Chem. 76, 107, 1928. 

8 Ber. ii. d. ges. Phys. 11, 360, 1922. 

® Biochem. J. 20, 409, 1926. 

10 Diese Zeitschr. 222, 343, 1930. 

'l Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 93, 1930. 

12 Biochemie des Carzinoms. J. Springer, 1925; Wiener klin. 
Wochenschr. 1910. 

13 Diese Zeitschr. 55, 260, 1913. 

1 Diese Zeitschr. 247, 297, 1932. 

18 Zit. nach Strauss, Med. Klin. 1928, Nr. 19. 

16 Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 157, 1931. 


Biochemische Zeitschrift Band 249. 93 





354 B. Lustig u. E. Mandler: 


und des Phosphors in menschlichen und Rattentumoren. Bei Mausetumo 
fanden Blair und Bell! eine Vermehrung der Phosphatide. Ebenso find 
Roffo und Corea? im Tumor Fettsaurelipoide vermehrt. Der Zusammenhany 
zwischen Impftumorwachstum und Lipoidstoffwechsel ist vielfach unte 
sucht worden, so in der letzten Zeit von Rondoni*®, der unter anderem ein, 
Labilisierung der Lipoide bei Carcinom annimmt. Beziiglich der Beziehungen 
zwischen Tumorresistenz, Lipaseaktivierung und zytolytischer Reaktion 
auf die Arbeiten von Waterman* verwiesen. 


Methodik. 


Wir gingen zuerst an die Untersuchung der Gesamtlipoide der 
normalen menschlichen Leber. Wir unterscheiden, wie schon in de1 
ersten Mitteilung angegeben wurde, zwischen dem nach Entwasserung 
mit Aceton aus dem wasserfreien Organ plus Acetonriickstand durch 
erschépfende Atherextraktion gewonnenen Lipoid und dem nach der 
Extraktion, 48stiindiger Verdauung mit Pepsinsalzsiure, Eindampfen 
im Vakuum zur Trockene und Extraktion des Trockenriickstandes mit 
Ather gewonnenen, ,,gebundenen Lipoid‘. Wir bezeichnen die beiden 
Extrakte bei unseren weiteren Untersuchungen als ,,direkt extrahier- 
bares‘ und ,,gebundenes Lipoid**. Beide Lipoidfraktionen wurden unter 
méglichster Vermeidung fehlerhafter Methoden auf Menge (gravi- 
metrisch), Phosphorgehalt nach Embden-M yrbdck-Roche®, Stickstoff, 
Saurezahl, Verseifungszahl, Jodzahl und freies Cholesterin § gravi- 
metrisch nach A. v. Szent-Gydrgyi® untersucht. Nach der Verseifung wurde 
das Unverseifbare nach Fahrion’ und die Gesamtfettsiuren isoliert. Im 
Unverseifbaren wurden Jodzahl, Cholesteringehalt nach Szent-Gydrgyi 
bestimmt, dann die Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren 
berechnet Die Gesamtfettsiuren wurden nach Cooks* in feste und 
fliissige getrennt, in beiden Saéurezahl, Jodzahl, bei den festen auch der 
Schmelzpunkt nach Ubelohde® bestimmt. Auf Grund der Saurezahlen 
wurde das mittlere Molekulargewicht der Fettsiuren berechnet. In 
einem Teil der urspriinglichen Lipoidextrakte wurden die Phosphatide 
mit Aceton gefallt, im Eiskasten stehengelassen, die Fallung abzentri- 
fugiert, in Ather gelést und die Fallung wiederholt. Von den Phospha- 
tiden wurden Menge, Phosphor-, Stickstoffgehalt, Verseifungszahl, 
Gesamtfettsiuren sowie die Jodzahl und Saurezah] der Gesamtfett- 


Lanzett 1924, S. 276; 1925, S. 1003; 1926, S. 657. 

Ber. ii. d. ges. Physiol. 54, 735, 1930. 

Zeitschr. f. Krebsf. 34, 245, 1931. 

Ebendaselbst 34, I bis ITI, 1931. 

Nach Rona, Prakt.f. physiol. Chem. 2. 

Prakt. d. physiol. Chem. 2; diese Zeitschr. 136, 107, 1923. 
Chem. Umschau 27, 134, 1920. 

Zentralbl. 2, 931, 1931. 

Handb. d. Chem. u. Techn. d. Ole u. Fette 1, 321, 1908. 
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,auren bestimmt. Beim Vorhandensein geniigender Substanzmengen 
wurde auch die Trennung der Gesamtfettsiuren in feste und fliissige 
durchgefiihrt. Beziiglich genauerer Angaben tiber die Methodik sei auf 
die erste Mitteilung verwiesen. 


Untersuchung der Lipoide der normalen Leber. 


Es wurden zuerst die Lipoide zweier normaler menschlicher Lebern auf 
die oben angegebene Weise untersucht. Die verwendeten Substanzmengen 
waren 180g (Tabelle I) und 300g (Tabelle II) des feuchten Organs. Sie 
enthielten 3,99 °,, und 6,37 °,, Gesamtlipoide. Diese Untersuchungen ergaben 
bei dem direkt extrahierbaren Lipoid, daB der gesamte Phosphor mit Aceton 
fallbar war. Die Menge der freien Fettséiure ist in der menschlichen Leber 
verhaltnismaéBig hoch. Auffallend hoch ist die Jodzahl des cholesterin- 
freien Unverseifbaren. Die Menge des veresterten Cholesterins war gegen- 
iber den von anderen Autoren gefundenen Werten geringer, was vielleicht auf 
Vorhandensein von Cholesterinesterasen ! zuriickzufiihren ist. Ein Drittel 
bis ein Viertel der Lipoide waren mit Aceton fallbar. Das Molekulargewicht 
der festen Fettsiéuren entsprach dem eines Séuregemisches von Cj, bis 
(,,Séuren. Die fliissigen Fettsiuren zeigten sehr hohe Jodzahlen und 
ein hohes mittleres Molekulargewicht. Die Jodzahl der festen Féttsaiuren 
ist verhaltnismaBig hoch (Tsoélséuren). Die mit Aceton fallbaren Phosphatide 
haben einen niedrigen Phosphorgehalt bei verhaltnismaBig hohem Stick- 
stoffgehalt, was auf das Vorhandensein phosphorarmer oder freier Substanzen 
hinweist. Die Phosphatidfettsiuren, besonders die fliissigen, zeigen ein 
besonders hohes Molekulargewicht. 

Die nach der Pepsinverdauung frei werdenden Lipoide bilden etwa 
5 bis 6% 
gehalt und viel niedrigeren Phosphorgehalt als die direkt extrahierbaren. 
Ihre Verseifungszahl und der Gehalt an Unverseifbarem sind stark 
erhéht, wobei nur ein Sechstel des Unverseifbaren mit Digitonin fallbar 
ist. Die Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren ist viel niedriger 
als die der direkten Extrakte. Die fliissigen Fettsiuren zeigen hohes 
Molekulargewicht und Jodzahl. Die gebundenen Lipoide der normalen 
Leber waren von allen untersuchten Extrakten die einzigen, bei welchen 
mit Aceton gréBere Phosphatidmengen fallbar waren. Die mit Aceton 
fillbaren Phosphatide hatten einen niedrigen Phosphor- und Stickstoff- 
gehalt und hohe Molekulargewichte der Fettsauren. 


des Gesamtfettes. Sie zeigen einen sehr hohen Stickstoff- 


Die hohe Jodzahl und das hohe Molekulargewicht der fliissigen 
Fettsiuren, sowie die hohe Jodzah] des Unverseifbaren veranlaBten uns, 
die Zusammensetzung der Fettsiuren und des Unverseifbaren naher zu 
untersuchen. Zu diesem Zwecke wurde das Unverseifbare und die 
Gesamtfettsiuren aus zwei normalen Lebern dargestellt und das Un- 
verseifbare auf Squalen, die Fettséuren nach Trennung in feste und 
fliissige auf den Gehalt an ein- bis vierfach ungesattigten Fettsiuren 


1 Shope, J. of biol. Chem. 80, 127, 1928. 
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Tabelle I. 
(Normale Leber 180g.) 





A. Direkt extrahier- B 
bares Lipoid 


99 0 
Menge 3,77 °/y) des Menge 0,22 0 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


Phosphorgehalt 

Stickstoffgehalt 

Saurezahl , 

Verseifungszahl . 

Esterzahl . ; 5. 

Gesamtunverseifbares 

Freies Cholesterin . 

Gesamtcholesterin . a 

Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . 

Jodzahl des cholesterinfreien Unverseif- 
baren ie ete ue te 

Menge der Gesamtfettsauren . . . . . 
ss » acetonfallbaren Phosphatide 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren. 


Menge der festen Fettsauren . 
Saurezahl der festen Fettsauren . 
Jodzahl der festen Fettsauren : 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . 
Mittleres Molekulargewicht der festen 
Fettsauren Ee eT ae 
Menge der fliissigen Fettsauren . 
Saurezahl der flissigen Fettsiuren 
Jodzahl der flissigen F ettsiuren 
Mittleres Molekulargewicht der fliissigen 
Fettsauren 


3. Zusammensetzung der Phosphatide. 


Phosphorgehalt . 


Stickstoffgehalt 
‘Verseifungszahl . . . . . 
Gesamtfettsiuren, Menge . 
“ Saurezahl 
s Jodzahl "eae 
“ Mittleres Molekular- 
gewicht . . 


Feste Fettsiuren, Menge . 


‘ ‘ Saurezahl 

* _ Jodzahl a 

- * Schmelzpunkt .. . 

x e Mittleres Molekular- 
gewicht . 


Flissige Fettsiuren, Menge 


. i Saurezahl 
‘ i Jodzahl rare 
e e Mittler. Molekular- 


gewicht 





Organs Organs 
0,72% 0,29 % 
1,46 °, 1,93 % 

36,0 109.1 

131,1 235.0 

95,1 125,9 

17,04 % 11,55 ° 
5,48 ©, 2,02 % 
6,75 % 2,02 % 

153.2 152,0 
211.3 170.2 
58.33 °, 69,66 ° 
33,03 ©, 146 °%, 
59,26 °,, 89,89 °,, 
213.8 20,0 
50,7 46,0 
48,2° ~- 
250.7 280.6 
40,74 % 10,11 
162.2 159,0 
109.5 76,0 
345.9 359.5 
ie %, 1.37 % 
1,09 °, 0,70 Oo ; 
97,2 58,7 
54.1% 87,0 %, 
-- 137,0 
= 108.0 
325,5 
49,68 % ~ 
(d. Gesamtfetts. ) 
188,6 
34,60 
53,2 
297.5 
50,32 % 
(d. Gesamtfetts. ) 
148,0 = 
129,0 — 
379,1 — 


. Gebundenes Li; 


Phosphe 
St icksto 
Saureza 
Verseift 
Esterzal 
Gesamt 
Freies | 
Gesamt 
Jodzahl 
Jodzahl 
baren 
Menge 


- 


Menge 
saureza 
Jodzahl 
Schmel: 
Mittler 
Fetts 
Menge 
Saurezs 
Jodzah! 
Mittler 
Fetts 


Phosph 
Stickst: 
Verseif 
Menge 
Saurezi 
Jodzah 
Mittler 

fetts 


unters 
und ¢ 

I 
und ; 
sechsf 
kette 





Zusammensetzung der Lipoide von Organen. 


Tabelle 11. 


(Normale Leber, 


300 g.) 





| A. Direkt extrahier- 


bares Lipoid 
Menge 6,08 °/, des 


1. Zusammensetzung der Gesamtlipoide. 


Phosphorgehalt . . . 

Stickstoffgehalt . 

Saiurezahl . : 

Verseifungszahl . 

Esterzahl . : 

Gesamtunverseifbares 

Freies Cholesterin . 

Gesamtcholesterin . 5 

Jodzahl des Gesamtunverseifbaren : 

Jodzahl des cholesterinfreien Unverseif- 
baren 

Menge der Gesamtfettsduren as 

acetonfallbaren Phosphatide 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren. 


Menge der festen Fettsauren . 
Saurezahl der festen Fettsauren . 
Jodzahl der festen Fettsauren . . 
Schmelzpunkt der festen Fettsauren . 
Mittleres Molekulargewicht der festen 
Fettsauren , ; 
Menge der fliissigen Fettsauren : 
Saurezahl der flissigen Fettsauren 
Jodzahl der fliissigen Fettsauren 
Mittleres Molekulargewicht der fliissigen 
ee AI oe er a 


3. Zusammensetzung der 


Phosphorgehalt 

Stickstoffgehalt 

Verseifungszahl 

Menge der Gesamtfettsiuren 

Saurezahl der Gesamtfettsiuren . 

Jodzahl der Gesamtfettsauren . 

Mittleres Molekulargewicht der Gesamt- 
fettsauren 


Organs 


0,34 % 
0,57 %, 
52.7 


132.4 


79,7 
7,75 


425% 
205.6 
45.5 
53,4° 
272.9 
57,5% 
159.2 
156.4 


352.5 


Phosphatide. 


1,02 % 
2,31 % 
133,2 
47,5°, 
185,7 
98.3 


802.2 


. Gebundenes Lipoid 
Menge 0,297 °/, des 


Organs 


0,31 °, 
2,54 % 
97,4 
188.5 
90,1 
997 % 
1,45 o/ 
1,46 % 
101.0 


107,0 
45,0 
31,2 


77,38 % 
234.0 
47,0 


239,8 
22.62 °,, 
177,0 
82,5 


327,1 


1,06 ©, 
09 % 
315,0 
72,3 %% 
145,0 
83,0 


387,0 


untersucht. AuBerdem wurden die festen Fettséiuren fraktioniert gefallt 
und die Kennzahlen der einzelnen Fraktionen bestimmt. 

Die Untersuchung auf Squalen, das bis jetzt nur in den Leberélen 
und anderen Organen von Seetieren nachgewiesen wurde und eine 
sechsfach ungesattigte Verbindung, C,)H;9, mit verzweigter Kohlenstoff- 
kette ist, geschah in der Weise!, daB das Unverseifbare in der fiinf- bis 


1 Nach Griin, Analyse d. Fette u. Wachse 1, 1925. 
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achtfachen Menge absoluten Athers gelést und dann unter Kiihlung mit 
Kis gasférmiger, trockener Chlorwasserstoff eingeleitet wurde. — [ec 
iiberschiissige Chlorwasserstoff wurde in 50° ig. Lauge aufgefangen 
Nach zweistiindigem Einleiten wurde der entstandene Niederschlay 
abgenutscht und zweimal aus Aceton umkristallisiert. Von dem 
Reaktionsprodukt wurde der Schmelzpunkt und der Chlorgehalt nac! 
Stepanow' durch Verseifen mit Natriumathylat bestimmt. Von de: 
ersten Leber wurden 0,86 g des Unverseifbaren, von der zweiten 1,512 ¢ 
fiir die Untersuchung verwendet. Bei der ersten Bestimmung zeigt: 
das Reaktionsprodukt bei der Schmelzpunktsbestimmung Sintern bei 
114° und Schmelzen bei 125,5° (korr.) (theoretisch Sintern bei 112". 
Schmelzen bei 125°). Der Chlorgehalt betrug 35,3°,, statt theoretisch 
34,82°,. Beim zweiten Unverseifbaren ergab das Reaktionsprodukt 
einen Schmelzpunkt von 134° (korr.) und nur 28,1°, Chlor. Beide 
Reaktionsprodukte gaben nicht die Reaktion nach Salkowski oder 
Liebermann-Burchardt auf Cholesterin. Eine weitere naihere Unter. 
suchung konnte infolge der geringen Substanzmengen nicht durchgefiihrt 
werden. Es gelang uns also in einem Falle Squalen nachzuweisen 
(identifiziert durch Schmelzpunkt und Chlorgehalt). Bei der zweiten 
Leber konnten nur hoch ungesattigte, unter ahnlichen Reaktions. 
bedingungen ausfallende Kohlenwasserstoffe erhalten werden, so dai 
es sehr wahrscheinlich ist, daB neben dem Squalen auch andere un- 
gesittigte Homologe des Squalens (wie z. B. das Spinazen u. a.) vor- 
handen sind, worauf auch die gegeniiber der Jodzahl des Squalens 
niedrigere Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren hinweist. 
Fiir die Untersuchung der Fettséuren wurden bei einem Versuc! 
5,25 g Gesamtfettsiuren in feste und fliissige getrennt und zuerst die feste: 


Tabelle Ill. 


Kennzahlen der Unterfraktionen der festen Fettsauren. 





——e Saurezahl Jodzahl 

I. Fraktion. .. . 57,4 194.5 22,2 

Il. es Se 56,2 196,0 23,1 
IL. js i ieaivh oe 55,6 194,2 21,8 
IV. . +r aioe 55,5 194,5 22,8 
7. ‘i 5 abe ee 56,1 202.8 18,6 
VI. a“ payee: 55,6 203,4 20,5 
Wi. js alter’ os 54,9 195,0 21,0 
Vill. ‘ eg ar het 53,4 203,2 30,1 
IX. > ia oe 51,8 193,2 36,4 


1 Nach Griin, Analyse d. Fette u. Wachse 1, 1925. 
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Fettséuren (Schmelzpunkt 53,6°, Jodzahl 30,7, Saurezahl 202,1) mit Magne- 
siumacetat fraktioniert gefallt, wobei neun Fraktionen dargestellt wurden. 
Von allen Fraktionen wurde Schmelzpunkt, Saurezahl und Jodzahl be- 
stimmt. Die gefundenen Werte sind in der Tabelle ITI vereint. 


Durch die Fraktionierung der festen Fettsauren gelang es nicht, zu 
einheitlichen Fraktionen zu gelangen. Die Kennzahlen schwanken 
innerhalb enger Grenzen, so daB die Trennung auf diesem Wege 
miblang. 


2,75 g fliissige Fettsiuren wurden zuerst in Petrolather gelést. Es 
bleiben 72 mg (gleich 2,6°,, der fliissigen Fettsiuren) in Petrolather un- 
loslich. Die unléslichen Fettséuren wurden durch zweimaliges Lésen in 
Ather und Fallen mit Petrolather gereinigt und Saure- und Jodzahl bestimmt. 
Die in Petrolaéther unléslichen Fettsiuren gehéren zu den sogenannten 
.oxydierten Saéuren‘‘' und sind wahrscheinlich Autoxydationsprodukte 
mehrfach ungesattigter Fettsiuren. Die oxydierten Séuren hatten eine 
Jodzahl von 127,3, Saurezahl 119, was einem mittleren Molekulargewicht 
von 510(!) entspricht. Die restlichen fliissigen Fettsaiuren wurden zwecks 
ungefahrer Bestimmung der Fettséuren mit ein bis vier ungesattigten 
Bindungen? in 20ccm Petrolather gelést, in einer Eiskochsalzmischung 
langere Zeit gekiihlt, dann langsam unter Umschiitteln bei 6 bis 8° 
tropfenweise die entsprechende Brommenge im Laufe von 1 Stunde zu- 
gegeben, dann 2 Stunden bei der gleichen niedrigen Temperatur stehen- 
gelassen, abgenutscht und mit Petrolather nachgewaschen. Das Filtrat 
wurde mit Natriumthiosulfat bis zur Bromfreiheit gewaschen, dann im 
Vakuum bis zur Trockne eingedampft und Menge und Bromgehalt nach 
Stepanow bestimmt. Die Hauptmenge der in Petrolather léslichen bromierten 
Fettsiuren wurde mit Zink und Salzsaéure in alkoholischer Lésung ent- 
bromt, dann wieder wie oben bromiert, um zu sehen, ob Hexabromide 
eines Isomeren der Linolenséure zugegen sind. Es konnte aber keinerlei 
Fallung beobachtet werden. Die gesamten in Lésung gebliebenen bromierten 
Sauren bestehen aus ein- und zweifach ungesaéttigten Saéuren. 


Der in Petrolather nach der Bromierung unléslich gebliebene Riickstand 
wurde mit Benzol gekocht, filtriert und mit Benzol nachgewaschen. Der in 
3enzol unlésliche Anteil entspricht den vier und mehr ungesattigte Bin- 
dungen enthaltenden Fettsauren (Clupanodonsaure ?). Die in Benzol léslichen 
entsprechen den zwei- und dreifach ungesittigten Fettséuren. Von beiden 
Fraktionen wurden Menge und Bromgehalt bestimmt. Es wurden von 
2,03 g fliissigen Fettsiuren ausgehend, folgende Mengen erhalten: 


I. Fraktion: Petrolather, Bromgehalt 42,4°,,, gleich 
Pes. ¢ ks % «\« eee Fettefiure. ... .:.1,193¢ 

Il. Fraktion: Benzol, lés- Bromgehalt 58,.6°,. gleich 
a a errr Fettsiure .... . 0,484¢ 

Ill. Fraktion: Benzol, un- Bromgehalt 69,2°,, gleich 
Ns «sw oe so OOS Fettsfiure .... . 0,154¢g 
3.76¢ L.s83le¢ 


' Griin, Analyse d. Fette u. Wachse 1, 248, 1925. 
2 Nach Griin, Analyse d. Fette u. Wachse 1, 245, 1925. 
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Die Verteilung der fliissigen Fettsiuren bei 2,9g der fliissiyey Lebe 
petrolatherléslichen Fettsiuren einer zweiten Leber, auf die gleiche gewe 
Weise durchgefiihrt, ergab folgende Verteilung: lang 

/ belle 

I. Fraktion: Petrolather, Bromgehalt 40,4°,, gleich 
ee ae CR ee Fettsaure . oem Reh Se 
IT. Fraktion: Benzol, lés- Bromgehalt 59,1°,, gleich 
WO ks ee Sy Fettsfure .... . 0,96lz 


Ill. Fraktion: Benzol, un- Bromgehalt 69,0°,, gleich 
Os . sw os OOO Fettsfure .... . 0,287¢ 


5,762 2,726 9 


Es werden also nach dem Bromieren etwa 90°, der Fettsauren 
wiedergewonnen. Auf Grund des Bromgehaltes der ersten und zweiten 
Fraktion wurde unter der Annahme des Bestehens dieser Fraktionen 
aus Ol-, Linol- und Linolenséure der prozentuale Gehalt der Mengen 
der ein, zwei, drei und mehr ungesattigte Bindungen enthaltende 
Fettsauren in Prozenten der fliissigen Fettsiuren berechnet. Diese 
Untersuchung ergab: 





I. Leber Il. Leber 
0 0 


Fettsiuren mit 1 ungesattigten Bindung (Olséure) . . . 47,24 22.02 
P ee - Bindungen (Linolsiure) . 39,31 46,89 
i 5 _ » (Linolensaure) 5,03 20,54 


s » 4 und mehr ungesattigten Bindungen (Clu- 
NR 2. ois gear sg ta hr te peed xiibs 98 God? pe oa. SN as 8,42 10,55 


Die Untersuchung der Verteilung der fliissigen Fettsiuren ergab 
neben dem Vorhandensein geringer Mengen oxydierter, hochmole- 
kularer Fettsiuren, daB die Hauptmenge der fliissigen Fettsaéuren aus 
)l- und Linolsaure besteht. Etwa ein Zehntel der gesamten fliissigen 
Fettsiuren besteht aus vier und mehr ungesattigten Fettsduren. 
Auffallend ist die hohe Menge der Linolsiure (39° und 47°,), 
welche der Kérper nicht synthetisieren kann, die aber zum Leben 
notwendig ist. 


Untersuchung der Lipoide bei Lebercarzinom. 


Wir versuchten bei unseren weiteren Untersuchungen die Ver- 
anderungen der Lipoide der carcinomatésen Leber gegeniiber der 
normalen fetszustellen, wozu wir besonders dadurch bewogen wurden, 
daB die dariiber vorhandene Literatur ziemlich widerspruchsvoll ist 
Die Untersuchung geschah in der gleichen Weise wie bei der normalen 
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SSigen Leber. Verwendet wurde nicht zerfallenes, vom gesunden Leber- 

leiche gewebe sorgfaltig befreites Carcinomgewebe. Zur Untersuchung ge- 
langten zwei verschiedene Lebercarcinome, in Mengen von 120 g (Ta- 
belle IV) und 200 g (Tabelle V). 


Tabelle 


(Carcinomleber, 120 g.) 





A. Direkt extrahier- 
bares Lipoid 
Menge 2,63 °/, des 
Organs 


B. Gebundenes Lipoid 
Menge 0,10 °,) des 
Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


omen eee 0,13 % iuBerste Spuren 
ionen Dn: 5.4 @ \ es a 8 @ 1,02 ° 
ngen RS hae dS md, & ee 66,5 
= Verseifungszahl . .... . toga 130,8 
ende Esterzahl. . . oe aa or ok 64,0 


Diese Gesamtunverseifbares ........ 18,45 % 26,6 ° 
ee 8,63 °,, 4,6 8° 
Gesamtcholesterin . . . ey 8,95 % 4,6 °,, 

Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . te 99,8 96,0 
Jodzabl des cholesterinfreien Unverseif- 
baren .. v1) al pa 136.8 102,8 
Menge der Gesamtfettsiuren ‘S 568 % 29,5 ° 
acetonfillbaren P hosphatide 10,3 % — 


” os 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsaiuren. 


Saurezahl der Gesamtfettsiuren. . . . — 172,0 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren. . . . — 44,0 
Mittleres Molekulargewicht der Gesamt- 
fettsauren . . ‘ae — 326.3 
Menge der festen Fettsauren. . . . 81,75 ° - 
‘gab Saurezahl der festen Fettsauren. .. . 189,5 
ole- Jodzahl der festen Fettsauren ... . 78,2 
Schmelzpunkt der festen Fettsauren. . 42,2° 
aus Mittleres Molekulargewicht der festen 
igen Fettsiuren . . Seay ae 295,4 
ren. Menge der flissigen Fettsauren aay 18,25 ° 
m Saurezahl der fiiissigen Fettsiuren . . 174,2 
Jodzahl der fliissigen Fettsauren . . . 147,6 
ben Mittleres Molekulargewicht der fliissigen 


a ee ee ee ee 


3. Zusammensetzung der Phosphatide. 


Phosphorgehalt Pima te pate @ 2,12 ° 
ae P 1,01 ‘ 
I Sls ee 62.9 
Menge der Gesamtfettsauren jek 57,2 
Saurezah] der Gesamtfettsiuren. . . . 158,5 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren. . . . 115.9 
Mittleres Molekulargewicht der Gesamt- 

eo. : 6 a a 6 6s e 354.0 


Oo 
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Tabelle V. 


(Carcinomleber, 200 g.) 





A. Direkt extrahier- B 
bares Lipoid 
Menge 1.50%) des 
Organs 


Gebundenes L 
Menge 0,04° ) d 
(irgans 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


ne le 0,12 ° auBerste Spuren 
I he eT ela ts 121 % 1,80 ° 
olin 4. ys gees glee é 6 42.5 65,3 
I sg ee ee See 88.6 335,0 
Esterzahl. . . ; rg TT. | 46,1 269.7 
Gesamtuny erseifbares ye epee wld cie 33,02 % 31,6 
Freies Cholesterin. ........ 14.9 3,0 % 
Gesamtcholesterin . . = 14,9 % 3,0 
Jodzah] des Gesamtunverseifberen Ee 99.1 os 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverseif- 

baren .. as ee 126.0 - 
Menge der Gesamtfettsauren tea 37,8 % 24.32 ° 

» , acetonfallbaren Ph sphatide 443° Spuren 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsauren. 


Menge der festen Fettsauren . 
Saurezahl der festen Fettsauren . 
Jodzahl der festen Fettsauren . 


Mittleres Molekulargewicht der festen 


Fettsauren 


Menge der flissigen Fettsauren , 


66,13 % 
181.0 
51,6 


310,0 
33,87 ‘ 


Saurezahl der fliissigen Fettsauren . . 158,2 
Jodzahl der fliissigen Fettsauren .. . 110,0 
Mittleres Molekulargewicht der flissigen 

Pe 5S ak ees ace ws 354,7 


3. Zusammensetzung der Phosphatide 


ae arn 3,96 ° 


Stickstoffgehalt 

Verseifungszahl . ; 
Menge der Gesamtfettsauren 
Saurezahl der Gesamtfettsauren . 
Jodzahl der Gesamtfettsauren . 


Spuren 

91,0 

55.1 
172.0 
203.0 


Mittleres Molekulargewicht der Gesamt- 
Oa Se ee er 326.1 


Die Untersuchungen ergaben gegeniiber dem normalen Leber- 
gewebe eine Verringerung der Gesamtlipoide (1.5°,, und2,6°.). Auffallend 
erniedrigt waren die Mengen der gebundenen Lipoide, die im Gegensatz 


zur normalen Leber nur bis etwa 3°,, der Gesamtlipoide bilden. Diese 


Verminderung wire vielleicht ein Hinweis fiir die Annahme von Rondoni'. 
daB bei Carcinom unter anderem eine Labilisierung der Lipoide vor- 


handen ist. 


1 Zeitschr. f. Krebsf. 34, 245, 
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Das direkt extrahierbare Lipoid zeigt gegeniiber dem der normalen 
Leber eine starke Verminderung des Phosphorgehaltes und Vermehrung 
des Cholesterins und der Menge des Unverseifbaren, wobei aber das 
Cholesterin nur die Halfte des Unverseifbaren bildet (normal */;). Die 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren ist ebenfalls stark er- 
niedrigt. Die Phosphatidmenge bildet !,, bis '/.) des Gesamtextraktes 


normal !/, bis! ,). Der Phosphorgehalt der Phosphatide ist gegeniiber 
dem des normalen Extraktes stark erhéht, so daB die Hauptmenge 
wahrscheinlich Monoaminophosphatide sind. 


Die gebundenen Lipoide der Carcinomleber sind phosphorarm und 
enthalten nur Spuren acetonfallbarer Substanzen. Sie zeigen hohe 
Verseifungszahlen, was auf Glyceride mit niedrigen Fettsauren hin- 
weisen wiirde. Sie haben einen erhéhten Gehalt an Unverseifbarem, von 
dem nur !/,, mit Digitonin fallbar ist und geringe Fettsiuremengen mit 
hohem mittleren Molekulargewicht. 


Untersuchung der Lipoide bei Lebermelanosarkom. 


Es wurden dann die Lipoide einer melanosarkomatésen mensch- 
lichen Leber untersucht. Der von Prof. Priesel in liebenswiirdiger 
Weise durchgefiihrte histologische Befund, wofiir wir auch an dieser 
Stelle bestens danken, ergab: ,,.Die Leber ist diffus infiltriert von einem 
Melanosarkom, welches die Leberzellenbalken stellenweise weitgehend 
zum Schwinden gebracht hat.‘ Die melanotische Leber zeigte makro- 
skopisch feste Konsistenz. Die Untersuchung geschah ahnlich wie in 
den vorhergehenden Organen in 200 g Substanz (Tabelle VT). 

Die Untersuchung ergab beziiglich der Menge der Lipoidextrakte 
mit denen der normalen Leber iibereinstimmende Werte. Ebenso war 
der Phosphor- und Stickstoffgehalt des direkten Extraktes mit dem der 
normalen Leber identisch, doch war im Gegensatz zu den ibrigen 
Leberextrakten nur ein Teil des Phosphors mit Aceton fallbar. Es 
gehért also im Gegensatz zum Carcinom und der normalen Leber nur 
ein geringer Teil des Phosphors den acetonfallbaren Lipoiden an. Die 
Menge der freien Fettsiuren war in viel starkerem Mabe als in den 
anderen Extrakten vermehrt, bei gleichzeitiger Verringerung der ver- 
esterten Substanz. Die Menge des Unverseifbaren ist wie bei Carcinom 
vermehrt, die Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren ist gegen- 
iiber der der normalen Leber erniedrigt. Das Molekulargewicht 
und die Jodzahl der festen Fettséuren sind stark erhéht, ebenso der 
Phosphorgehalt der Phosphatide, der dem bei Carcinomextrakten 
ahnlich ist. 

Beim gebundenen Lipoid ist der Phosphorgehalt stark erniedrigt, 
und nur Spuren von Triibung sind bei Acetonzugabe zu beobachten. 
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Tabelle VI. 


(Lebermelanosarkom, 200 g.) 





A. Direkt extrahier- 
bares Lipoid 
Menge 2,87 °/, des 
Organs 


B. Gebundenes Lip d 
Menge 0,28 % 5 de 
Organs 


1, Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


ee ee ee 0,67 ° 0,19 % 
Es x05 x Gos th 8 aS 1,32 oA 2,47 % 
a ee er er 67,6 100,1 
I oS a sg 87,6 123,7 
Esterzahl. ... . Rea See ee 20,0 23,6 
Gesamtunverseifbares ...... . ; 29,55 % 5,82 °, 
Freies Chojesterin. ......... 9,50 0,86 % 
Gesamtcholesterin . . . rhe a 9,83 % 0,86 % 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren Wear 85,3 102,0 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverseif- 

beren . ty Oa a 95,1 108,2 
Menge der Gesamtfettsauren . , 58,18 % 44.2% 
Menge der acetonfallbaren Phosphatide 12,56 % Spuren 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsauren. 


Menge der festen Fettsinuren. . .. . 59,92 % 64,2 % 
Saiurezahl. . .. . a 193,0 205,0 
Jodzahl der festen Fettsiuren . . . . 27,2 22.5 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren. . 51,8° — 
Mittleres Molekulargewicht der fliissigen 

Fettsauren . . eet 290,7 273,7 
Menge der fliissigen Fettsiuren ey a ia 40,08 °,, 35,8 °, 
Saurezahl der fliissigen Fettsauren . . 121,2 185,0 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . . . 229.6 102,0 
Mittleres Molekulargewicht der fliissigen 

PE cea Oe a oe ee 464,0 303,3 


3. Zusammensetzung der Phosphatide. 


DUI 8k sO Se 2.89 
a a ee ee: 1,25 % 
Verseifungszahl . . .. . Sah ay 184.0 
Menge der Gesamtfettsiuren eae oe 59,8 °% 
Saurezahl der Gesamtfettsiuren. . . . 122.8 
Jodzahl der Gesamtfettsauren. . . 142.1 
Mittleres Molekulargewicht der Gesamt- 

SE be) a ee ee ae es 433.5 


Das gebundene Lipoid zeigt sehr niedrige Verseifungs- und Esterzahlen 
und geringen Gehalt an Unverseifbarem, von dem etwa ein Achtel Chole- 


sterin ist. 
Zusammenfassung. 
Die Menge und Art der Lipoide von zwei normalen, zwei carcino- 
matésen und einer melanosarkomatésen Leber wurden naher untersucht, 
wobei zwischen direkt extrahierbarem und dem nach Pepsinverdauung 


frei werdenden Lipoid (gebundenes Lipoid) unterschieden wird. Der 


Phosphorgehalt der normalen Lipoide gehért ganzlich den aceton- 
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fillbaren Phosphatiden an. Die Menge der freien Fettsaiuren ist in der 
Leber gegeniiber anderen Organen erhéht. Die Hauptmenge des Un- 
verseifbaren der normalen Leber besteht aus Cholesterin; den Rest 
bilden hochmolekulare, stark ungesattigte Kohlenwasserstoffe, unter 
denen einmal Squalen nachgewiesen werden konnte. Die die Halfte 
der Gesamtfettsiuren bildenden fliissigen Fettsauren enthalten etwa 
37° 


oxydierte Fettsiuren von besonders hohem Molekulargewicht, 


0 


8 bis 10°, vier und mehrfach ungesattigte Fettsiuren. Die Hauptmenge 


der fliissigen Fettsiuren bilden neben der Olséure zweifach ungesattigte 


Fettsiuren (Linolsiure). Die festen Fettsaiuren scheinen hauptsachlich 
aus Palmitin- und Stearinsiure zu bestehen. 

Die Verseifungszahl und die Molekulargewichte der Fettsauren der 
gebundenen Lipoide sind gegeniiber den direkt extrahierbaren erhdht. 
Das Unverseifbare der gebundenen Lipoide ist nur zum geringen Teil 
(ein Zehntel) mit Digitonin fallbar. Die gebundenen Lipoide der normalen 
Leber sind die einzigen von alien untersuchten Extrakten, welche nach 
Pepsinverdauung gréBere Mengen acetonfillbarer Phosphatide ent- 
halten. Die acetonfaillbaren Phosphatide aller Extrakte der normalen 
Leber zeigen einen niedrigen Phosphorgehalt, was auf das Vorhandensein 
phosphorfreier oder armer Substanzen in dieser Fraktion hinweist. 

Bei Carcinom-Extrakten war der Phosphorgehalt in allen Ausziigen 
stark vermindert. Bei Melanosarkom wurden normale Werte gefunden. 
Der Phosphorgehalt entspricht bei den direkt extrahierbaren Carcinom- 
extrakten dem Phosphorgehalt der acetonfallbaren Substanzen, wahrend 
beim Melanosarkom nur ein Teil dieser phosphorhaltigen Kérper mit 
Aceton fallbar ist. Die acetonfallbaren Phosphatide der Carcinom- und 
Sarkomextrakte zeigen gegeniiber denen der normalen Leber stark 
erhéhten Phosphorgehalt. Die Saurezahlen beim Melanosarkom sind 
stark erhéht, bei gleichzeitiger Verminderung der Esterzahl. Die 
Menge des Unverseifbaren und des Cholesterins war in den direkt extra- 
hierbaren Lipoiden der Carcinom- und Melanosarkomextrakte vermehrt, 
im gebundenen Lipoid beim Melanosarkom vermindert. Die Jodzahl 
des cholesterinfreien Unverseifbaren ist in den direkten Carcinom- und 
Melanosarkomextrakten stark vermindert. Bei Carcinom wurde auch 
eine Vermehrung der festen Fettsiuren auf Kosten der fliissigen beob- 
achtet. 

Im gebundenen Lipoid wurde sowohl bei Melanosarkom wie auch 
bei Carcinom eine Verminderung des Phosphorgehaltes beobachtet. 
Beim Fallen mit Aceton konnte nur eine geringe Triibung hervor- 
gerufen werden. Die Menge des Unverseifbaren war bei Carcinom 
erhéht, beim Melanosarkom sehr stark vermindert. 














Die Zusammensetzung 
der Lipoide normaler und pathologischer Organe. 


III. Mitteilung: 
Die Lipoide der normalen und melanosarkomatésen Pferdemilz. 


Von 


B. Lustig und E. Mandler. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung 
Wien III.) 


(Eingegangen am 15. April 1932.) 


Untersuchungen iiber die in der Milz vorhandenen Lipoide sind 
nur in geringem MaBe vorhanden. Nach den in der Zusammenfassung 
von Gerhartz! vorhandenen Angaben besteht die Milz auf die Trocken- 
substanz berechnet zu 11 bis 15° aus Fettstoffen, von denen fast die 
Halfte Phosphatide sind. Nach Scheminski' ist kein Zusammenhang 
zwischen den Blutlipoiden und denen der Milz vorhanden. Aus- 
fiihrliche Untersuchungen, besonders neueren Datums, fehlen. Uber 
Veranderungen der Milzlipoide bei Melanosarkom sind keinerlei Angaben 
in der Literatur vorhanden. 

Wir untersuchten die Zusammensetzung der Lipoide einer normalen 
und einer melanosarkomatésen Pferdemilz. Die von Herrn Prof. Priesel 
durchgefiihrte histologische Untersuchung, fiir die wir auch an dieser 
Stelle bestens danken, ergab: ,,In der makroskopisch von groBen 
schwarzlichen Knoten durchsetzten Milz ist histologisch ein melano- 
blastisches Sarkom vorhanden. Die Zellen teils klein, spindelig, pigment- 
frei, teils groB und mit Melanin dicht beladen, die Kerne oft fehlend.* 
Die fiir die Untersuchung verwendete normale Pferdemilz wuide sofort 
nach dem Schlachten des Tieres verarbeitet. 

Die Organe wurden nach dem Faschieren mit Aceton entwassert, dieser 
im Vakuum abgedampft und der Riickstand zusammen mit dem Organ 
im Sorhlet 10 bis 12 Stunden erschépfend mit Ather extrahiert. Dieser 
zur Trockne eingedampfte, dann wieder mit Ather aufgenommene Extrakt 


wird in unseren weiteren Untersuchungen als ,,direkt extrahierbares 
Lipoid‘** bezeichnet. Der Organriickstand wurde nach der direkten 


1 Oppenheimér, Handb. d. Biochem. d. Menschen u. d. Tiere (II. Aufl.) 
4, 1926; siehe auch Thierfelder-Klenk, Die Chemie der Cerebroside und 
Phosphatide. Springer 1930. 
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Extraktion 48 Stunden mit Pepsinsalzsaure verdaut, im Vakuum zur 
Trockne eingedampft, dann wieder 8 bis 10 Stunden mit Ather extrahiert. 
Den nach Pepsinverdauung gewonnenen Extrakt bezeichnen wir als ..ge- 
bundenes Lipoid’’. Bei allen Extrakten wurden Menge, Phosphorgehalt 
nach Embden-M yrbdck- Roche), Stickstoffgehalt, Saure-, Ester-, Ver- 
seifungszah! und freies Cholesterin nach Szent-Gyorgyt bestimmt. Ein Teil 
der Extrakte wurde verseift und nach der Verseifung das Unverseifbare 
und die Gesamtfettséuren dargestellt. Im Unverseifbaren wurden Menge, 
Cholesterin und Jodzahl bestimmt, sowie die Jodzahl des cholesterinfreien 
Unverseifbaren berechnet. Bei den Gesamtfettsiuren wurden Menge. 
Saurezahl und Jodzahl bestimmt, beim Vorhandensein gréBerer Fettsdure- 


Tabelle I. 
(Normale Pferdemilz, 400 g.) 





Direkt States on. 
bares Lipoid, Lipoid, 
Menge 1,24 °/, Menge 0,06 °/ 
des Organs des Organs 
1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 
TE 5 cS we a ee 0,59 % 0,46 © 
ES. 6" eee Bey Se Boat Ss 0,87 % 1,26 %, 
oo OE ns See een ee ee 37,3 117,8 
ge eee ee oy 79,6 239,0 
Esterzahl. . . Seer” yee Shoes 42.3 121,2 
Gesamtunverseifbares aT oe a oe ee ee 82.3% 4,22% 
Freces GobeseOrm@: 2 6. ect 20,2 % 0,82 °,, 
Gesamtcholesterin . . . ae ie oe 22,1% 0,85 © 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . . ; 88,8 100,2 
Jodzahl des cholesterinfreien U nverseifbaren . 138,3 108,7 
Menge der Gesamtfettsiuren . . a. s 47,45 %, 50,6 ©, 
Menge der acetonfallbaren Phosphatide ae 23,1% Spuren 
2. Zusammensetzung der Gesamtfettsaiuren. 
Menge der festen Fettsituren. ....... 32,16 % 32,45 © 
Saurezahl der festen Fettsiuren ...... 176,7 220,0 
Jodzahl der festen Fettsauren ....... 40,6 11,3 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren. ... . 49,6° — 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fett- 
sauren ... Tei tare Se ee 317,7 255,1 
Menge der flassigen Fettsauren ee ecg A 67,84 % 67,55 % 
Saurezahl der fliissigen Fettsiuren .... . 109,3 269,0 
Jodzahl der flissigen Fettsiuren . . . 198.6 100,2 
Mittleres eee tata xs der fssigen Fett- 
siuren ... é eke ae . ee fee 513,5 208,5 


3. Zusammensetzung der Phosphatide. 


Peg Se GY el ht Se Pek ee % 0,67 % 
he ar me ait 1,95 %, 
Verseifungszahi . ee eee 187,3 
Menge der Gesamtfettsiuren. ...... . 60,02 ° 
Saurezah] der Gesamtfettsfuren. ...... 129,4 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren. . ...... 85,7 


Mittleres Molekulargewicht der Gesamtfett- 
ME. he 5 6 8 ates ee Se ee eS 433,6 











368 B. Lustig u. E. Mandler: 


mengen wurden diese in feste und fliissige nach Cooks getrennt und \ 
diesen ebenfalls Menge, Siurezahl, Jodzahl und von den festen Fettsaure 


der Schmelzpunkt bestimmt. Ein Teil der urspriinglichen Lipoidextrakt« 


wurde mit Aceton gefallt, 24 Stunden im Eiskasten stehengelassen, zentri- 
fugiert, der Riickstand wieder in Ather gelést und die Fallung wiederholt. 
Von den acetonfallbaren Lipoiden wurden Menge, Phosphor, Stickstoff- 
gehalt, Verseifungszahl, Gesamtfettsaiuren, sowie die Saure- und Jodza))| 


der Gesamtfettsiuren bestimmt. Beziiglich genauerer Angaben iiber dic 


Methodik sei auf die erste Mitteilung Seoueone. Untersucht wurden 400 » 


normaler Pferdemilz (Tabelle 1) und 220g melanosarkomatéser Pferdemilz 


(Tabelle I1). 
Tabelle Il. 


(Milzmelanosarkom, 220 g.) 





A. B. 
Direkt extrahier- Gebundenes 
bares Lipoid, Lipoid, 
Menge 3,17 °/» Menge 0,03 ‘ 
des Organs des Suen 
1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 
NE 8d Con ren 0k, nee 0,37 % 0,68 %, 
I: ide. Sis x ois wk 6 14 oon 0,65 % 2,79 
Bac: en gg a fais ty el a 36,5 54,8 
ae te eee ee 53,3 245,2 
Esterzahl. . . Ot eee ee 16,8 191,4 
Gesamtunverseifbares 0) ea ee ee eee 13,17 % 18,9% 
ee 10,1% 61% 
Gesamtcholesterin . . . tee can ct 11,35% 6,1 % 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren > 83,1 108.0 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren ; 189,7 128,7 
Menge der Gesamtfettsiuren . . Phin ts 426% 38,7 % 
Menge der acetonfillbaren Phosphatide ER 8,62 % Spuren 
2. Zusammensetzung der Gesamtfettsaiuren. 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren ....... — 93,0 
Menge der festen Fettsiuren. . . ..... 44.15% 
Saurezahl der festen Fettsiuren. . ..... 189,20 
‘Jodzahl der festen Fettsiuren ....... 45.6 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren. . . . . 46,4° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fett- 
siuren .. a ee 295,9 
Menge der fliissigen Fettsiuren ore sina a. 55,85 % 
Saiurezahl der flissigen Fettsiuren .... . 133,7 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . . 204,0 
Mittleres Molekulargewicht der fliissigen Fett- 
RS 0 25 OR ee OR ele 422.9 


3. Zusammensetzung der Phosphatide. 


oe on df Se oe ae 0,99 ° 
SE a 5 ae eee 2,28 6: o 
| a a 164,7 
Menge der Gesamtfettsiuren . ...... «. 58,6 % 
Saurezahl der Gesamtfettsiuren. ... .. . 130,0 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren ....... 115,1 


Mittleres Molekulargewicht der Gesamtfett- 
DEES Uap ieecen eng ty oe. 4. 431,7 
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Die Untersuchungen ergaben bei der normalen Pferdemilz im 
Vergleich zur Zusammensetzung normaler Fettgewebe, in dem direkt 
extrahierbaren Lipoid niedrige Verseifungszahlen, hohen Gehalt an 
Unverseifbarem, von dem zwei Drittel Cholesterin war. Das Molekular- 
gewicht der festen und besonders der fliissigen Fettsaiuren war hoch, 
ebenso die Jodzahl der fliissigen Fettsiuren. Etwa ein Viertel der 
Gesamtlipoide war mit Aceton fallbar. Die acetonfallbaren Phosphatide 
hatten niedrigen Phosphor-, hohen Stickstoffgehalt und hohes Molekular- 
gewicht der Fettsauren. 

Die gebundenen Lipoide zeigten trotz ihres dem der direkt extrahier- 
baren gleichen Phosphorgehaltes nur Triibungen bei der Acetonfallung. 
Die gebundenen Lipoide zeigten cine hohe Verseifungszahl und niedrigen 
Gehalt an Unverseifbarem, von dem etwa ein Viertel Cholesterin war. 

Bei der melanotischen Pferdemilz war die Menge der direkt extra- 
hierbaren Lipoide vermehrt, die der gebundenen vermindert. Beim 
direkt extrahierbaren Lipoid war, ahnlich wie bei Lebermelanosarkom 
(s. zweite Mitteilung), nur ein Teil des Phosphorgehaltes mit Aceton 
fallbar. Ebenso war die Menge der freien Fettsiuren stark vermehrt. 
Die Menge des Unverseifbaren war, in Prozenten des Lipoidgehaltes, 
vermehrt, aufs urspriingliche Organ berechnet, normal. Beim gebun- 
denen Lipoid war der Stickstoffgehalt und der Gehalt an Unverseif- 
barem beim Melanosarkom erhéht. 

Es konnten also, wie auch in der zweiten Mitteilung angegeben 
wurde, folgende fiir das Melanosarkom charakteristische Differenzen 
gefunden werden. Vermehrung der freien Fettsiuren, Verminderung der 
acetonfallbaren Phosphatide bei einem den normalen Extrakten gleichen 
Phosphorgehalt. (Unterschied gegen Carcinom.) 


Zusammenfassung, 

Es wurden bei einer normalen und einer melanosarkomatésen Pferde- 
milz die direkt extrahierbaren und die nach Pepsinverdauung frei 
werdenden Lipoide gesondert untersucht. Die Lipoide der normalen Milz 
zeigen niedrige Verseifungszahlen, hohen Gehalt an Unverseifbarem und 
an acetonfallbaren Lipoiden. Das cholesterinfreie Unverseifbare zeigt eine 
hohe JodzahI. Die Fettséuren, besonders die fliissigen, sind stark unge- 
sittigt und haben ein hohes Molekulargewicht. Die acetonfallbaren 
Phosphatide zeigen niedrigen Phosphor- und hohen Stickstoffgehalt. 

Beim Melanosarkom, sowohl der Milz als auch der Leber (s. zweite 
Mitteilung), war, im Gegensatz zum Carcinom, die Menge der freien 
Fettsiuren vermehrt und nur ein Teil des Phosphors mit Aceton fallbar. 
Die Phosphatide beim Melanosarkom zeigen einen erhGhten Phosphor- 
gehalt gegeniiber denen der normalen Organe. 


Biochemische Zeitschrift Band 249, 24 














Uber die Beeinflussung des Oberhautfettes durch Fettzufuhr. 


Von 
B. Lustig und A. Perutz. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung 


Wien ITI.) 


(Eingegangen am 15, April 1932.) 


Die Verfiitterung von fremdem Fett beeinfluBt die Art der Zu- 
sammensetzung der Fettdepots und Fettstapelorgane des tierischen 
Organismus. Auch die friiher fiir konstant gehaltenen Mengen und 
Kennzablen der Phosphatide der einzelnen Organe sind, wie die neuen 
Untersuchungen von Sinclair! zeigen, ebenfalls durch Phosphatid- 
zufuhr zu beeinflussen. 

Unsere Untersuchungen gingen dahin, ob durch Fettzufuhr ein 
Veranderung der Funktion der Talgdriisen und der Zusammensetzung 
des Oberhautfettes zu erreichen ist. Dies schien uns um so wiinschens 
werter, als klinischerseits Beobachtungen vorliegen, die darauf_ hin- 
weisen, daB bei pathologischen Verainderungen der Fettsekretion de: 
Haut durch Fettzufuhr eine Verstarkung der Krankheitserscheinungen 
auftritt. Nach den Untersuchungen von Policard und Tritchkovitch* 
sind Talgdriisen unter gewissen Bedingungen imstande, Fetttrépfchen 
aus dem Blute direkt aufzunehmen, so daB dadurch eine Erklarung 
gegeben ist, daB das Talgfett manche Eigenschaften des Nahrungs- 
fettes haben kann. 

Wir fiihrten unsere Versuche in der Weise aus, daB bei Kaninchen 211 
Gewinnung des Oberflachenfettes die Riickenhaare mdéglichst kurz 
schnitten wurden und das an den Haaren vorhandene Fett naher untersucht 
wurde. Es wurde dann denselben Kaninchen dreimal wéchentlich je 1,1 ec: 
Olivenél subcutan in die Bauchseite eingespritzt und in Zeitabsténden vor 
5 zu 5 Wochen neuerlich der Fettgehalt der Haare untersucht. Diese Unter 
suchungen geschahen in der Weise, daB 3 bis 5 g Haare 8 bis 10 Stunden in 
Soxhlet mit Ather extrahiert wurden. der Ather zur Trockne eingedamp!' 
und der Riickstand wieder in Ather aufgenommen wurde. Es wurden dan: 


1 J. of biol. Chem. 82, 245, 1931. 
2 Zit. nach Perutz, Pharm. d. Haut, Jodassons Handb. V. 1. 
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timmt: Menge (gravimetrisch), Gesamtchclesterin (kolorimetrisch nach 
tenrieth-Funk) und die Jodzahl nach Winkler. Die Bestimmung der 
izahl in geringen Fettmengen geschah mikroanalytisch in der Weise, 
3 wohl die Menge der einzelnen, fiir die Jodzahl verwendeten Reagenzien 
yveniber der Makromethode verringert wurde. nicht aber die Fett- 
konzentration. Die auf diese Weise gewonnenen Resultate ergeben, wie 


rversuche zeigten, nur geringe Differenzen gegeniiber der Makro- 
hestimmung. 

Es seien hier die Analysenresultate, die an zwei Kaninchen ge- 
wonnen wurden, mitgeteilt. Zwei Kaninchen gleichen Gewichtes 
2500 und 2600 g) und verschiedener Haarfarbe (Nr. 1 Albino, Nr. 2 
braun) wurden in Abstanden von 14 Tagen dreimal hintereinander 
3 bis 4g Haare abgeschnitten und fiir die Untersuchung verwendet 
Tabelle I und II, Versuche 1 bis 3). Es wurde dann durch 5 Wochen 
dreimal wéchentlich die oben angegebene Olmenge injiziert und 3 Tage 
nach der letzten Einspritzung wieder Haarproben entnommen (Ta- 
belle I und TI, Versuch 4). Die Injektionen wurden weitere 4 Wochen 
fortgesetzt, so daB die Tiere insgesamt je 30 ccm Ol erhielten. Nach 
4 Wochen wurde wieder die Art des Fettes und dessen Zusammen- 
setzung untersucht (Tabelle I und II, Versuch 5). 

Tabelle I. 
(WeiBes Kaninchen, 2500 g.) 





Cholesteringehalt 





Verwendete Fettgehalt 
Versuch Haarmenge der Haare des Fettes Jodzahl 
des Fettes 
Nr g 0 0 
1 2.8 0.85 5.0 18.4 
2 3,5 0,62 7,4 15.5 
3 3,4 0,55 65 15,5 
+ 4.1 0.58 19.4 34.4 
5 3.1 0.95 14.5 34.5 
Tabelle Il. 
(Braunes Kaninchen, 2600 g.) 
Verwendete Fettgehalt Cholesteringehalt 
Versuch Haarmenge der Haare des Fettes Reg wd 
Nr £ 
1 3.3 0.60 10.2 35.9 
2 3,0) 0,46 11.5 34.7 
3 3.2 0,42 9,7 22.5 
+ 3.7 0.55 29,0 34.2 
5 4.0 0,82 18,2 48.2 


Die Versuche vor der Olzufuhr zeigten, daB trotz der den Kanin- 
chen immer gegebenen gleichartigen Kost (1 Tag griines Futter, 1 Tag 
Hafer, 1 Tag Brot) und der gleichmaBigen Temperatur des Tierstalles 


24° 
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waihrend der Versuchsdauer weitgehende individuelle Differenzey 
bestehen. Das weiBe Kaninchen zeigt gegeniiber dem braunen einer 
viel geringeren Cholesteringehalt, sowie eine geringe Jodzahl. Wahrend 
der Versuchsdauer zeigte das weiBe Kaninchen ein viel starkeres Haa; 
wachstum an den geschorenen Stellen als das braune. Nach subcutane; 
Fettzufuhr konnte beim braunen Kaninchen prozentual nur eine yy 
ringere Steigerung des Cholesteringehaltes gegeniiber dem weiben 
beobachtet werden. Die Jodzahl des Fettes vom braunen Kaninchen 
zeigt im Gegensatz zu der des weiben keine nennenswerte Steigerung 
Nach langerer Versuchsdauer konnte eine gewisse Annaherung de 
Werte beobachtet werden, wobei aber der absolute Cholesteringeha!t 
und die Jodzahl des Hautfettes des braunen Kaninchens immer weitaus 
héher war als vom weifen Kaninchen. Diese individuellen Differenzen 
kénnten vielleicht mit der verschiedenen Pigmentierung in Zusammen- 
hang stehen, da, wie die Untersuchungen von Leubuscher' zeigten, die 
Hautfettabscheidung je nach der Haarfarbe verschieden ist. Durch die 
Fettzufuhr wurde zunachst eine Steigerung der Cholesterinausscheidung 
veranlaBt. Diese Steigerung betrug das Doppelte bis Dreifache det 
urspriinglich beobachteten Werte. Bei langerer Dauer des Versuchis 
wurde ein langsamer Abfall festgestellt. Die Jodzahl war bei dem 
Kaninchen Nr. 1 mit urspriinglich niederer Jodzahl sehr stark ge- 
steigert, bei Kaninchen Nr. 2 mit urspriinglich hoher wurde nur ein 


langsamer Anstieg beobachtet. Es konnte auch eine geringe Steigerung 
der Fettmengen nach der neunten Woche beobachtet werden. 


Zusammenfassung. 

Durch subcutane Fettzufuhr von ungesattigtem Fett (Olivend|) 
wurde zuerst eine Steigerung des Cholesteringehaltes des Hautfettes 
gefunden, der dann eine Steigerung des ungesittigten Anteiles des 
 Hautfettes folgt. 


! Verh. d. Kongr. f. innere Med. 1899, S. 437. 
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Zur Kenntnis 
der Unterfraktionen der Globuline und Albumine im Serum. 


V. Mitteilung: 
Die Verteilung der die Wassermann-Meinicke-Triibungs- und Klirungs- und 
Miiller-Ballungs-Reaktion bedingenden Substanzen auf die einzelnen Eiweifb- 
Unterfraktionen im luetischen Serum. 


Von 


E. Freund und B. Lustig. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung 
Wien IIT.) 


(Eingegangen am 15. April 1932.) 


Nachdem die vorherigen Untersuchungen! weitgehende Differenzen 
der biologischen, physikalischen und chemischen Eigenschaften, sowie 
der chemischen Zusammensetzung der einzelnen Unterfraktionen 
ergaben, gingen unsere weiteren Untersuchungen dahin, neben den 
Differenzen in dem Gehalt der einzelnen Aminosduren? die Trennung 
der biologischen Eigenschaften pathologischer Sera mit Hilfe der von 
uns angewandten Fraktionierungsmethode zu versuchen®. Zu diesem 
Zwecke wurde im luetischen Serum die Verteilung der die einzelnen 
Luesreaktionen bedingenden Stoffe auf die einzelnen Unterfraktionen 
méglichst quantitativ untersucht. Die Darstellung der Globulinunter- 
fraktionen erfolgte nach Freund-Joachim4. 

Die iiber die Verteilung der Eiweibkérper und der die Lues- 
reaktionen bedingenden Substanzen vorhandene Literatur zeigt viele 
Widerspriiche, die zum GroBteil auf die wechselnde Darstellungs- 


1 Diese Zeitschr. 225, 247, 1930; 231, 139 u. 472, 1932; 288, 307, 1932. 

? Erscheint spater. 

3 Vgl. A. Schmitz, diese Zeitschr. 241, 171, 1931; Entgegnung von 
B. Lustig, ebendaselbst 244, 165, 1932; A. Schmitz u. F. Wulkow, eben- 
daselbst 245, 408, 1932 (Anmerkung auf S. 415). 

4 Zeitschr. f. phys. Chem. 36, 407, 1902. 
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methode der EiweiBkérper zuriickzufiihren sind. Nach vielen Autoren 
ist bei Lues die Menge der Globuline vermehrt. Nach Noguchi! ist dicse 
Vermehrung sogar charakteristischer als die Wassermann-Reaktion 
Bircher und Farland? fanden bei 90°,, der Luetiker-Sera einen Globulin. 
gehalt von iiber 50°, des GesamteiweiBes. Die Globulinvermehruny 
der Lues betrifft nach Miller und Hough*® hauptsachlich den nach der 
Dialyse unléslichen Globulinanteil. Vermehrung der Globuline werden 
aber auch bei vielen anderen Erkrankungen vorgefunden. 


Uber die Verteilung der die Luesreaktionen bedingenden Sub- 
stanzen liegen zahlreiche differierende Angaben vor. So sind nach 
Gross und Volk* die Euglobuline die Trager der Reaktion. Diese 
Globulinanteil gibt erhitzt (56°) und nicht erhitzt mit und ohne Kom. 
plement die Reaktion, wihrend das durch Ammonsulfathalbsattigung 
ausfallende restliche Globulin nur manchmal im nicht erhitzten 
Zustande die Wassermann-Reaktion gibt. Nach Felke® sind dic 
Albumine die eigentlichen Trager der Wassermann-Reaktion. Erst 
in dem letzten Jahrzehnt haben die ausfiihrlichen, die Dar- 
stellungsart beriicksichtigenden Untersuchungen von Kapsenberg®, in 
diese Frage Klarheit gebracht. Nach Kapsenberg gelingt eine voll- 
stindige Fallung der die Luesreaktionen bedingenden Substanzen durch 
Ammonsulfathalbsattigung, wahrend durch andere Fallungsmethoden 
(MgS O,,CO,) nur unkomplette Fallungen erhalten werden. Nach Dialyse 
von Seren ist der unléslich gewordene Anteil Trager der Wassermann- 
Reaktion, waihrend die léslich gebliebenen Globuline nur selten und 
in geringem Mae positiv reagieren. Stern’ fand, daB die nach det 
Elektrodialyse wasserléslichen Globuline immer Wassermann negatiy 
waren. Die die Wassermann- und die Flockungsreaktion bedingenden 
Substanzen sollen nach Epstein und Paul® und anderen Autoren auch 
aus spezifischen Lipoiden bestehen. Fiir die Wassermann-Reaktion 
zeigten Wolf und Rideal®, daB diese auch nach der Entfernung der 
Lipoide von den Globulinen gegeben wird. Lustig und Botstiber'’ 
konnten den Nachweis fiihren, daB im luetischen Serum bei de 
fraktionierten EiweiBfillung mit Ammonsulfat eine gegeniiber dem 


Zit. Deutsch. med. Wochenschr. 1903, S. 1247. 
92 


Arch. of derm. a. Syph. 5, 215, 1922. 
Wiener klin. Wochenschr. 24, 167, 1911. 
Ebendaselbst 21, 647, 1908. 
Zeitschr. f. Immunit. 32, 137, 1921. 
Ebendaselbst 31, 301, 1921; 39, 3, 1924. 
Diese Zeitschr. 144, 115, 1924. 
Arch. f. Hyg. 90, 98, 1921. 

® J. of Hyg. 25, 366, 1926. 

10 Diese Zeitschr. 220, 192, 1930. 
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normalen Serum veranderte spezifische Ausfallung von Lipoiden bei 
EKiweib- 


sleichzeitiger Vermehrung der Jodbindungsfaihigkeit der 


fraktionen im luetischen Serum besteht. 

Unsere Untersuchungen beschrankten sich nach Trennung der 
Globuline (Fallung mit Ammonsulfat bei Drittel- und Halbsattigung und 
Trennung der Globulinfraktionen nach der Dialyse auf Grund ihrer 
Léslichkeit in einen wasser-, kochsalz- und sodaléslichen Anteil) auf 
Bestimmung des Stickstoffgehaltes der einzelnen Unterfraktionen und 
der Luesreaktionen der einzelnen dieser Fraktionen. Untersucht wurden 
zwei Wassermann positive Luetikersera, zwei durch Behandlung 
Wassermann negativ gewordene Luetikersera und ein nichtluetisches 
Hypertonikerserum als Kontrolle. Die verwendeten Sera wurden alle 
im nichternen Zustande entnommen. Die fiir die einzelne Bestimmung 
verwendeten Serummengen schwankten zwischen 75 bis 150 cem Serum. 
Die gefundenen Stickstoffmengen der einzelnen Unterfraktionen des 
Hypertonikers und der Wassermann negativen Luetikersera sind in 
der Tabelle I, 
vereinigt. 


die der Wassermann positiven Sera in der Tabelle II 


Die Untersuchung der Stickstoffverteilung ergab, daB die Ver- 
mehrung der Gesamtglobuline bei Lues hauptsachlich auf die Ver- 
mehrung der kochsalzléslichen Anteile zuriickzufiihren ist. Nach dem 
Verschwinden der Wassermann-Reaktion konnte keine Vermehrung 
der kochsalzléslichen Globuline gefunden werden. 

Um zu sehen, inwiefern diese Vermehrung der kochsalzléslichen 
Globulinunterfraktionen in Beziehung zu den einzelnen Luesreaktionen 
stehen, wurden die Unterfraktionen der Wassermann positiven Sera bei 
verschiedener Stickstoffkonzentration auf Wassermann-Meinicke-Trii- 
bung-, Meinicke-Klarung- und Miiller-Ballung-Reaktion untersucht. 


Tabelle I. 


(Stickstoffverteilung in 1000 cem Serum.) 





B,. Lues-Serum Bg. Lues-Serum 
Wassermann- W assermann- 
Reaktion negativy Reaktion negatiy 


A. Hypertoniker- 
Serum 
Eiweifikérper 
Stickstoffmenge 


0 


£ 


Euglobulin, wasserlésl.. . . 28,45 39,20 38,26 
= kochsalzlésl. . . 7,67 4.45 3,76 
” sodalésl. ° 0,32 1,06 * 1,88 


Pseudoglobulin, wasserldsl. 


‘ kochsalzlosl. 


. sodaldsl. 
Gesamtglobuline . 
Gesamtalbumine . 


56,84 
2,62 
1,20 

100,0 


49.79 
3,39 
2,11 

100.0 


51,70 
2.80 
1,68 

100.0 
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Tabelle Il. 


(Stickstoffverteilung in 1000 cem Wassermann positiver Sera.) 





C,. Lues-Serum Cg. Lues-Serum 
Wassermann positiv Wassermann positiy 





Eiweifikérper . 
F Stickstoffmenge 





£ O/ 


Euglobulin, wasserlésl.. . . 1,90 1,! 
- kochsalzlésl. . . 0,40 7,38 
Mt sodalésl.. . . . 0,08 1,4 
Pseudoglobulin, wasserlésl. . 3,42 2 
m kochsalzlés). 0,38 6 
‘ sodalisl.. . 0,04 0 0,08 
Gesamtglobuline. . . .. . 5,51 100, 5,24 


Gesamtalbumine. ..... 5,03 — 5,42 


; 


5 
3 
4 
0 
9 
6 
0 


Tabelle Ill. 





Miiller- 
Balluno- 
Reaktion 


Meinicke- 
Klirungs- 
reaktion 


i N-Gehalt | ’ Meinicke- 
der Lisung| 1 a” Triibungs- 
Oo reaktion 


Eiweiikiérper 


Euglobulin: 


wasserloslich . . 0,45 


kochsalzléslich 


sodali islich - un 0 
- -« | CO 
Pseudoglobulin: 
wasserléslich. . | 0,54 


+ (inkompl.) 
negativ 


++++ 

++++ 

++++ 
++ 


negativ 
Si Sa oth 


++++ 
++++ 
++ 
+++- 
++++ 
Ba er ae 


negativ 


negativ 


++++ 


- . 
negativ 
5 aa at 
++4++ 
negativ 


negativ 


++++ 
T+ 
+ rt 
++++ 
++++ 
eon ee eer 
ahs ae ae 


negatiy 








kochsalzléslich . | 0,06 ss a a ee 
” . | 0,08 +4+4- ++ 9 
sodalislich. . . 0,04 +++4+ ot. 
. | Ue ++++ negativ 


negatiy 


Die gefundenen Ergebnisse sind in der Tabelle IIT vereinigt. Die Durch- 
fiihrung der Reaktionen wurden in liebenswiirdiger Weise von Herrn 
Doz. O. Epstein durchgefiihrt, wofiir wir auch an dieser Stelle danken 

Die Untersuchung der Luesreaktionen der einzelnen Unter- 
fraktionen ergab, daB die Trager der Wassermann-Reaktion haupt- 
sichlich bei den kochsalzléslichen und in geringerem MaBe bei den 
sodaléslichen Globulinen vorhanden sind, welche die Reaktion auch in 
starker Verdiinnung geben. Die die Hauptmenge der Globuline (iiber 
80°) bildenden wasserléslichen Unterfraktionen sind Wassermann 
negativ. Die Verteilung der iibrigen Luesreaktionen auf die einzelnen 
Unterfraktionen ergab, daB die Meinicke-Triibungsreaktion, neben den 
kochsalz- und sodaléslichen Unterfraktionen auch vom wasserléslichen 
Euglobulin, allerdings erst in viel stérkerer Konzentration, gegeben wird 
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Zusammenfassung. 

Die Untersuchung nichtluetischer, hypertonischer und luetischer 
lassermann positiver und negativer Sera ergab in Ubereinstimmung 
alterer Angaben eine Vermehrung der Globuline. Diese Vermehrung 
ist auf Grund unserer Untersuchungen auf die Zunahme der Menge 
der kochsalzléslichen Unterfraktionen zuriickzufiihren. 

Die kochsalzléslichen Unterfraktionen und im geringeren Mabe 
die sodaléslichen sind die Trager der die Wassermann-Reaktion be- 
dingenden Substanzen, wahrend im luetischen Serum die die Haupt- 
menge der Globuline bildenden wasserléslichen Unterfraktionen und 
die Albumine Wassermann negativ sind. Die Meinicke-Triibungs- 
reaktion wird neben dem wasser- und kochsalzléslichen Globulin auch 
vom wasserléslichen Euglobulin gegeben. 








Zur Kenntnis 
der Unterfraktionen der Globuline und Albumine im Serum. 


VI. Mitteilung: 


Die Verteilung der Paratyphus B-Agglutinine im Paratyphus- Antiserum und 
im normalen menschlichen Serum. 


Von 


B. Lustig und R. Katz. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung 
Wien IIT.) 


(Eingegangen am 15. April 1932.) 


Bei unseren weiteren Untersuchungen wurde die Menge der einzelnen 
Unterfraktionen im normalen und Paratyphus B (anti)-Pferdeserum, 
sowie die Verteilung der Paratyphus-B-Agglutinine auf die einzelnen 
Unterfraktionen des Paratyphus-B-Antiserums, sowie des normalen 
menschlichen Serums bestimmt. Beziiglich der ausfiihrlichen Literatur 
iiber die Verteilung der verschiedenen Agglutinine auf die cinzelnen 
EiweiBkérper sei auf die Zusammenfassung in der Monographie von 
Mona Spiegel-Adolf! und auf die in den vorhergehenden Mitteilungen” 
angegebene Literatur verwiesen. Es wurden zuerst 500 ccm eines Para- 
typhus-B-Antiserums, sowie 100 cem eines gleichen, doch von einem 
anderen Pferd stammenden Serums des Osterreichischen Serothera- 
peutischen Instituts auf die in den vorhergehenden Mitteilungen an- 
gegebenen Weise fraktioniert und der Stickstoffgehalt der einzelnen 
Fraktionen bestimmt. Die Paratyphus-B-Antisera wurden uns von 
Herrn Reg.-Rat Bédcher freundlichst iiberlassen, wofiir wir auch an 
dieser Stelle bestens danken. Die gefundenen Stickstoffmengen det 
einzelnen Unterfraktionen auf 1000 cem Serum, sowie in Prozenten der 
Gesamtglobuline sind in der Tabelle I vereinigt. 


1 Die Globuline. Wien, Julius Springer, 1929. 
2 Diese Zeitschr. 225, 247, 1930; 231, 139, 472, 1931; 238, 307, 1931. 





hp. Lustig u. R. Katz: Unterfraktionen der Globuline usw. im Serum. VI. 379 


Tabelle J. 


(Stickstoffverteilung im normalen und Paratyphus-B-Pferdeserum. ) 





Normales Paratyphus BI Paratyphus BII 

Pferdeserum Pferdeserum Pferdeserum 
Eiweibkérper : 
: t Menge 





fuglobulin: 
wasserlislich . . 1,580 39,71 1,840 41,94 1,955 39,10 
kochsalzloslich . 0,128 3,22 0,006 0,14 0,055 1,10 
sodaléslich . . . 0,010 0,25 0,009 0,22 0,010 0,21 
M@OM . sk 0,004 0,10 Spuren - Spuren 
Pseudoglobulin: 
wasserldslich . . 2.135 53,65 2.450 55,84 2.856 
kochsalzloslich . 0,116 2,92 0,072 1,64 0,088 
sodaléslich. . . 0,006 0,15 0,008 0,18 0,009 


Gesamtglobuline . 3,979 100,0 4,385 100,0 4,973 100,0 


Die Untersuchung der Stickstoffverteilung ergab starke Ver- 


minderung der wasserunléslichen Globulinunterfraktionen in den Para- 
typhus-B-Antiseris gegeniiber dem normalen Pferdeserum, bei gleich- 
zeitiger Zunahme der wasserléslichen Pseudoglobuline. 

Um zu sehen, inwieweit diese Vermehrung oder Verminderung der 
Menge der einzelnen Unterfraktionen mit dem Agglutinationsvermégen 
in Zusammenhang steht, wurden bei einzelnen Unterfraktionen die 
Agglutinationsgrenzen nach 2 und 24 Stunden bestimmt. Die bei dieser 
Untersuchung gefundenen Ergebnisse sind in der Tabelle II vereinigt. 


Tabelle 11. 


(Agglutinationsgrenzen der Unterfraktionen des Parat yphus-B 1l-Serums.) 





Die Agglutination Die Agglutination 
Sie S war nach 2 Std. bei einer war nach 24 Std. bei einer 
Eiweifikirper N-Verdiinnung 1:... N-Verdiinnung 1:... 


positiv negativ positiv negativ 
Euglobulin, wasserlésl.. . . 1 500 000 1 750 000 1759000 2250000 
kochsalzlésl. . . 20 000 25 000 20 000 25 000 
- sodalésl.. . . . 40 000 60 000 40 090 69 000 
Pseudoglobulin, wasserldsl. . 3 200 000 4009000 3200000 4000000 
kochsalzloésl. 15 000 25 000 25 000 40 000 
i" sodalisl. . 50 000 57 009 50 000 75 000 
Gesamtserum ....... 1 200 000 1 590 009 1590000 2090000 


Diese Untersuchungen ergaben, caB die Agglutinationsfahigkeit 
hauptsachlich bei den wasserléslichen Globulinanteilen vorhanden war, 
wobei das wasserlésliche Pseudoglobulin bei gleicher Konzentration 
doppelt so stark agglutinierte als das wasserlésliche Euglobulin. Die 
kochsalz- und sodaléslichen Globuline zeigten gegeniiber den wasser- 
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loslichen ein nur geringes Agglutinationsvermégen, so daB die Ver. 
minderung der wasserunléslichen Unterfraktionen bei gleichzeitiger 
Vermehrung der wasserléslichen, auf das Agglutinationsvermégen 
bezogen werden kann. 

Es wurden dann die einzelnen Unterfraktionen eines normalen mensc} 
lichen Serums auf ihre Agglutinationsfabigkeit gegeniiber Paratyphus-}}. 
Stammen untersucht. Diese Untersuchungen ergaben starke Agglutination 
bei Pseudoglobulin, wasser- und kochsalzléslich, und schwache Agglutina 
tion bei Euglobulin kochsalzléslich. Die iibrigen Unterfraktionen waren 
negativ, was auf eine abweichende Verteilung der Paratyphus-B-Agglutinin: 
im normalen und Paratyphus-B-Antiserum hinweist. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchung von Paratyphus-B-Pferde-Antiseren  ergab 
eine starke Verringerung der wasserunléslichen Globulinunterfraktionen 
gegeniiber dem normalen Pferdeserum. Das Agglutinationsvermégen 
war fast vollstandig an das wasserlésliche Pseudo- und Euglobulin ge- 
bunden. Im normalen menschlichen Serum ist gegeniiber dem Anti- 
serum eine andere Verteilung der bei Paratyphus-B-Stémmen wirk- 
samen Agglutinine vorhanden, was insofern kein Widerspruch ist, da 
das Agglutinationsvermégen beim Antiserum nach aktiver, das normale 
Serum ohne Immunisierung untersucht wurde. 
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Experimentelle Untersuchungen iiber die mittels H,O, und Hg 
in Blutagarplatten erhaltenen Strukturen. 


Von 
J. Idzerda und W. A. G. van Everdingen. 


Aus dem Laboratorium des stadtischen Gesundheitsamtes im ,,Centraal 
Laboratorium ten behoeve der Volksgezondheid‘* zu Utrecht.) 


(Eingegangen am 15, April 1932.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die Mitteilungen der Literatur iiber das Auftreten eines Zonen- 
phanomens in Blutagarplatten, verursacht durch den EinfluB von 
kolloidalem Quecksilber und durch das Wachstum von gewissen Strepto- 
kokken, sind vorwiegend beschreibenden Charakters. Eine Erklarung 
dieser Erscheinung auf experimenteller Basis liegt unseres Wissens 
nicht vor. 


Zwar hat Meneghetti' den Einflu8 der Konzentration auf die Phanomene 
bei Einwirkung von Metallsalzen auf Erythrocyten untersucht, d.h. die 
Koagulation und die Hamolyse, aber dies erklairt nicht die Zonenwirkung 
in Blutagar. 

Liesegang*® behauptet mit Recht, daB auch die Erklarung von Eckstein* 
betreffs der Vorgange, die sich abspielen, wenn man einen Tropfen Sublimat 
auf die Blutagarplatte bringt, nicht zutrifft. Eckstein sah nur in gewisser 
Entfernung vom Tropfen Hamolyse, naher am Tropfen jedoch nicht. 
Eckstein behauptet, nur in der unmittelbaren Umgebung des Tropfens sei 
die Konzentration des Agens in der Blutplatte so hoch, daB® Fixation eintritt, 
in gewisser Entfernung des Tropfens sei das Sublimat geniigend verdiinnt, 
um Hamolyse zu bewirken. Gegen diese Auffassung wird von Liesegang 
angefiihrt, daB das Agens doch zuerst die himolysierende Konzentration 
gehabt haben miisse, bevor die Konzentration hoch genug ist, um fixierend 
zu wirken. 


Andere Autoren, z. B. Tokagi*, haben gemeint, es bestande eine 


. aa . . . ‘ 
gewisse Ubereinstimmung zwischen der Struktur, verursacht durch 


1 Meneghetti, diese Zeitschr. 131, 38, 1922. 

2 Liesegang, Biol. Kolloidchem. Dresden 1928. 

3 Eckstein, Miinch. med. Wochenschr. 71, 1378. 1924. 
4 Tokagi, diese Zeitschr. 172, 482, 1926. 
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kolloidales Quecksilber, und der rhythmischen Fallung (die sogenant«y 
Liesegangschen Schichtungen) von Silberchromat in Gelatine, was 
von Liesegang und Mastbaum!' bestritten wird. Nun sind jedoch, wie 
schon gesagt, Sublimat oder kolloidales Hg nicht die einzigen Agenzien. 
womit man die genannten Strukturen in Blutagarplatten bekommen 
kann. Unsere Untersuchungen iiber die Ursache der Entstehung von 
Zonen in Blutagarplatten um tiefe Kolonien von Streptokokken 4 
(Brown) haben zu naherem Studium AnlaB gegeben. 

Wir wollen so kurz wie méglich noch einmal die schon in anderen 
vorhergehenden Mitteilungen® beschriebenen Beobachtungen wieder- 
geben und an dieser Stelle durch einige Schemata erlautern. 


Die Anderungen in der Umgebung der Kolonien wurden mittels 
Stereomikroskopie und Schnitten untersucht. Weil die Anderungen 
dreidimensionaler Art sind, wird durch die Anwendung dieser Hilfs- 
mittel eine genaue Beobachtung der Form der Strukturen erreicht 
was mit dem monokularen Mikroskop nicht méglich ist. Auch wurde der 
EinfluB von zahlreichen Faktoren auf die Differenz der verschiedenen 
Strukturen untersucht. 


Von diesen spielen eine besondere Rolle: Art des Stammes (d. h. der 
quantitative Unterschied in der Produktion des Agens, das das Zonen- 
phanomen verursacht), Konzentration des Blutes, die Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Milieus und die Temperatur. Milieu: 2°, Fleisch- 
agar mit 1°, Pepton und 0,5°;, NaCl. Weiter wurde untersucht, wieweit 
sich die Resistenz der in den verschiedenen Zonen iibriggebliebenen 
Erythrocyten geindert hatte. Einerseits wurde eine erhéhte Resistenz 
gegen Saponin, Hypotonie und Hypertonie gefunden, andererseits wurde 
bei den sichtbar gebliebenen Erythrocyten eine verringerte Resistenz 
angetroffen; verringert gegeniiber denselben Agenzien und Temperatur- 
erniedrigungen, verglichen mit normalen Erythrocyten, die sich auBer- 
haib des Wirkungskreises der Kolonie befanden. Erhéhte und verringerte 
Resistenz wurden in verschiedenem Grade wahrgenommen. 


Bei genauer Messung der Strukturen ergab sich, daB die Erythro- 


cyten mit verringerter Resistenz, die in einer Zone um die Kolonie 
gelegen sind, tibergehen konnten in Erythrocyten mit erhédhter 


Resistenz. 


Aber auch diese Tatsachen, wie wichtig sie auch sein mégen, 
konnten uns keine geniigende Erklarung des Zonenphinomens geben, 
und zwar deshalb, weil es experimentell unméglich war, weder mit 
Filtraten von bewachsenen Agarpletten, noch mit Filtraten von Bouillon- 


1 Liesegang u. Mastbaum, diese Zeitschr. 205, 451, 1929. 
2 Idzerda u. van Everdingen, Centralbl. f. Bakt., I. Orig., 128, 401, 1932 
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kulturen in 5°,igen Blutverdiinnungen artgleiche Prozesse entstehen 
zu lassen. 

Die nachfolgenden Erwagungen gaben die Grundlage fiir die 
Méglichkeit, alle diese in Platten wahrgenommenen Prozesse im Reagenz- 
glas zu reproduzieren. 

Wenn man annimmt, daB das Agens aus den tiefen Kolonien nach 
allen Richtungen in den Agar diffundiert, so wird bei geniigend dicker 
Agarplatte die Grenze der Diffusion durch eine kugelférmige Grenz- 
fliche mit dem Radius r bestimmt. 

Man kann sich diesen Kugelinhalt aufgebaut denken aus mebhreren 


konzentrischen Schalen, jede vom Volumen 4 22°d 2, wobei der Kugel- 
z= Ff 
inhalt - (4x xrdx. 
z=0 
In einem bestimmten Augenblick enthalt jede Kugelschale eine 
bestimmte Anzahl von Erythrocyten (die zunimmt mit der Entfernung 
vom Mittelpunkt) und eine bestimmte Konzentration des Agens, die 


jedoch mit der Entfernung vom Mittelpunkt abnimmt. 


Geht die Produktion des Agens weiter, so enthalt in einem weiteren 
Augenblick die zuerst genannte Kugelschale dieselbe Anzah! Erythro- 
cyten, aber eine gréBere Konzentration des Agens. 

Betrachten wir die absolute Erythrocytenzahl, worauf das Agens 
in aufeinanderfolgenden Abstainden einwirkt, dann ergibt sich, dab 
diese gering ist. So enthalt z. B. bei Gebrauch von 5°, Schafblut, das 
unverdiinnt 8 .10° Erythrocyten pro Kubikmillimeter enthalt, eine 
Kugel Blutagar mit einem Durchmesser von 1, 1,5, 2 und 3mm 

0,2. 10°, 0,6. 108, 16.106 und 5. 10° Erythrocyten. 


Durch starke Verringerung der Erythrocytenzahl konnten wir 
alle obengenannten Vorginge im Reagenzglas demonstrieren. Dabei 
ergab sich an erster Stelle, daB bei einer gewissen Einwirkungszeit 
tesistenzverringerung nur auftrat bei einem bestimmten Verhaltnis 
Konzentration des Agens: Erythrocytenzahl. Ist die Resistenzverrin- 
gerung sehr betrachtlich, so auBert sich dies in einem Unsichtbarwerden 
der Erythrocyten; ist sie weniger betrachtlich, so geniigt es, die Eprou- 
vetten bei niedriger Temperatur zu halten, um die Erythrocyten un- 
sichtbar werden zu lassen. Ist die Resistenzverringerung nicht so stark, 
daB die Erythrocyten unsichtbar werden, dann kann die langere Ein- 
wirkungszeit desselben Agens oder eine Erhéhung der Konzentration 
diese verringerte Resistenz tiber eine normale in eine erhdhte Resistenz 
umwandeln. 

In welchem Sinne verschiedene Faktoren das Auftreten dieser 
Prozesse beeinflussen, ergibt sich in einfacher Weise aus Abb. 1. 
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Mit diesen Ergebnissen ist es erst méglich, eine vorlaufige Erklarung 
fiir das Entstehen des Zonenphanomens, das in Blutagarplatten um 
Streptokokkenkolonien von bestimmtem Typus auftritt, zu geben 
Wir wollen nun das Entstehen von einigen Strukturen mittels schemati- 


scher Abbildungen erlautern. 


Norma/e Resistenz 





Abb. 1. 
EinfluB der Faktoren. 


A. Zunahme der Resistenz der Erythrocyten. 
la Verringerung der Erythrocytenzahl bei gleichbleibender Hy 02-Konzentration. 
Ila Erhiéhung der Hz 0O2-Konzentration bei gleichbleibender Erythrocytenzahl. 
IIIa Ausdehnung der Einwirkungszeit von H2 0b». 
IVa Erhéhung der Temperatur. 
Va Erhiéhung der Wasserstoffionenkonzentration. 


B. Verringerung der Resistenz der Erythrocyten. 
Ib Zunahme der Erythrocytenzahl bei gleichbleibender H, 02-Konzentration. 
IIb Verringerung der Konzentration von H, 0, bei gleichbleibender Erythrocytenzah! 
IIlb Verminderung der Einwirkungszeit von H2 Og. 
IVb Erniedrigung der Temperatur. 
Vb Verminderung der Wasserstoffionenkonzentration. 


Zu Beginn der Diffusion des Agens entsteht eine Verringerung der 
Resistenz der Erythrocyten rings um das Zentrum. Diese Verringerung 
; ist entweder sehr gering oder so stark, da} unter dem EinfluB von be- 
stimmten Faktoren (hohes py z. B.) die Erythrocyten ganz verschwinden 
Zwischen. diesen beiden auBersten Grenzen liegen alle anderen Méglich- 
keiten, z. B. das Unsichtbarwerden eines Teiles der Erythrocyten. 
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rung Bei weiterer Diffusion vom Zentrum aus wird auch die Konzentra- 
2 um tion des Agens rings um das Zentrum erhéht, wodurch Resistenz der 
eben ibriggebliebenen Erythrocyten auftritt. Alle anderen Méglichkeiten 
mati- ergeben sich aus Abb. 2. 

Normale 


Blut- I 
platte 





Suk- 
zessive 

Ande- 
rungen 
bei 37°C 
wahrend 

z. B. 
2x24 Std. 





Weitere 
Zonen- 
formation 
nach z. B. 
24 Std. 
bei 4°¢ 


Nach z. B. 
24 Std. 
bei 37°C 





il 
Abb. 2. 
Schematisehe Darstellung des Entstehens von Zonen in 5° ,igen Blutagarplatten, verursacht 
durch Streptokokkenkolonien, H2 O, und Hg. 
der Erythrocyten mit sehr betrachtlicher Verringerung der Resistenz (R) 
ung © Mit verringerter R. 
be- ©) Mit normaler R. 
@ Mit erhéhter R. 
en @ Mit sehr betrichtlicher Erhéhung der R. 
ich- A: Py = 6,8. D: Pa = 7,8. 


B und C bei einem py zwischen 6,8 und 7,8 


Biochemische Zeitschrift Band 249. DF 
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Die Frage nach der Natur des Agens, das das Zonenphano en 
verursacht, wird vorliufig so beantwortet, daB es dieselbe Wirk.uny 
hat wie H,O,. 

Die oben genannten Experimente im Reagensglas konnten jedoc} 
nur mit Agar oder Bouillonkulturfiltraten! gemacht werden, welche cin 
positive H,O,-Reaktion zeigten (Kartoffel-Benzidin). 

Ks lag nahe, die Einwirkung von mit Bouillon verdiinntem H.0 
auf kleine Erythrocytenzahlen zu untersuchen. 

Fir die ausfiihrliche Beschreibung dieser Untersuchungen sei auf 
die Literatur verwiesen?. Daraus ergibt sich, daB dieselben Versuch. 
bedingungen fiir Filtrate sowie fiir die hier beschriebenen Versuche 
giiltig sind. Das Zonenphanomen 
soll also auch durch H,O, allein 
reproduziert werden kénnen: da 
wir aber die Diffusion von H,0, 
in der Platte nicht beherrschen 
ist es nicht verwunderlich, dab 
dies nicht ohne weiteres gelingt 

In zehn Blutplatten mit 5° 
Schafblut, jedoch verschiedenem 
pu, wurden Lécher gebohrt von 
0,5em Durchmesser und diese 
mit Verdiinnungen in Bouillon von 





verschiedenem py gefiillt. Nach 

Abb. 3. verschieden langem Aufenthalt 

bei 37°C oder bei 0°C wurden 

die Locher mit Bouillon aufgefiillt, mit verschiedenem H,O,-Zusatz 

In einigen Fallen konnten wir so Lécher bekommen, die von sechs 

bis acht Zonen umgeben waren, wovon Abb. 3 eine Darstellung gibt 

Man muB sich nun fragen, ob bei diesen Prozessen die Einwirkung 

von H,O, durch Bouillon oder durch den im Agar vorhandenen Fleisch- 
extrakt beeinfluBt wird. 

Dazu wurden neue Experimente in anderen mehr oder weniger 
isotonischen fliissigen Milieus gemacht. Tabelle I und II geben einen 
kleinen Teil dieser Experimente wieder. 

In diesen Experimenten wird also ein gewisser Grad von Resistenz- 
verringerung angezeigt, wenn man die Eprouvetten bei 4° C halt. 

Die durch das Milieu verursachten Unterschiede kénnen jedoch 
noch viel deutlicher demonstriert werden. Hierzu wurde folgende 
Methode verwendet. Nach bestimmten Einwirkungszeiten von ver- 


' Idzerda u. van Everdingen, Centralbl. f. Bakt., I. Orig., 124, 78, 1932 


2 Dieselben, ehendaselbst I. Orig.. 124. 186, 1932. 
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Tabelle 1. 


EinfluB von H,O,-Verdiinnungen im Milieu von Rous und Turner, px 6, 

gemm, auf verschiedene Erythrocytenmengen (Schaf). Von den Blut 

verdiinnungen wurden 0,2cem zu 4cem jeder H,O,-Verdiinnung zugefiigt. 

Die Zahlen und Prozentzahlen der zu Beginn des Versuchs vorhandenen 

Erythrocyten. Auf der linken Seite der punktierten Linien befinden sich 
die saponinresistent gewordenen Erythrocyten. 





15 Min. bei 37° C, 18 Std. bei 4° C 


{nzahl der Erythrocyten 


. Hy Op, (30° /9)-Verdiinnungen im Milieu von Rous und Turner, 4 cem 
yu Beginn des Versuchs . 5 
zu 


1: 640 1: 2560 1: 10240 1: 40960 0 

96 . 108 92 0) 95 98 98 
48 . 10° 85 97 2 95 100 
24. 10° 96 92 0 89 98 
12. 108 9) 95 87 54 94 
6. 10° 90 91 5 0) 96 


Tabelle 11. 


EinfluB von H,O,-Verdiinnungen in 0,9°, NaCl, 1°,, Pepton Witte, auf 
verschiedene Erythrocytenmengen. Technik wie bei Tabelle 1. 





Pp 6,8 Pu 7,6 
15 Min. bei 18°C, 18 Std. bei 4°C 15 Min. bei 18° C, 18 Std. bei 4° ¢ 
Anzahl der Hy O» (30 © 9)-Verdiinnungen in 0.9%) NaCl, 1°9 Pepton Witte, 4cem 
Erythrocyten zu Be- _ 

ginn des Versuchs - = 4 = “ = = Q 
BE Zk Sk SQPee wt 2k ae 

> Nn 4 = = = N = 4 S 

120. 106 75 85 18 12 95 || 95 2:10 33 94 

60. 108 95 95 95 13 92 80 SO 25: 16 40 

30. 108 92 99 9 #90 94 9 8 7 3 85 

15. 10° 95 95 95 95 95 92 96 99 91 92 


diinnter H,O,-Lésung in bestimmtem Milieu auf verschiedene Erythro- 
eytenzahlen wurden aus jeder Eprouvette 2 Tropfen zu 8 Tropfen 
NaCl-Lésungen von abnehmender Verdiinnung hinzugefiigt: nach 
', Stunde wurde untersucht, ob eine partielle oder eine totale Auf- 
hellung entstanden war; Vergleich mit den Kontrollen zeigt, ob am 
Versuchsende eine geanderte Resistenz wahrnehmbar ist. 

Natiirlich ware nach bestimmter Einwirkungszeit ein Auszentri- 
fugieren der Erythrocyten und Emulsionieren in die hypotonischen 
NaCl-Lésungen zu bevorzugen: weil jedoch eine verringerte Resistenz 
gegen Hypotonie ebenso besteht wie gegeniiber mechanischen Einfliissen, 
so kann letztere Methode nicht angewandt werden. Bei der von uns 
gebrauchten Methode wird also ein Endzustand gefunden, welcher 


entsteht, nachdem auBerdem noch ein Fiinftel der Konzentration des 
H,0,, die '/), Stunde nach Beginn des Versuchs anwesend war, ein- 








. 
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gewirkt hat. Abb. 4 zeigt einen Ausschnitt aus unseren Versu 
ergebnissen, wobei auch auf den EinfluB des Aufkochens noch ni 
zu alter Bouillon auf das Redoxpotential! geachtet wurde. 

Aus diesen Experimenten geht hervor, daB auch im Reagensg 
das Phinomen des Uberganges von verringerter iiber die norm 


hinweg zu erhéhter Resistenz feststellbar ist, und auBerdem, d 
in NaCl neben einem viel gréBeren Gebiet eine intensivere Resister 
verringerung gefunden wird als in Fleischbouillon 


hesistenz gegen Nalt-Lisungen 
FProzent Nall 
O72 O54 036 O18 O72 05 0% 08 
G63 OY G27 G09 Q0 O45 G27 Gag 
i i ft i i 


\ 























3,609 - 
3,709 - 

















Korte 
Abb. 4. 
Einwirkung von: 
I. verschiedenen Lésungen von 30°/5 Hg O, in Fleischbouillon (1° Pepton, 0,5 NaCl), 
il. verschiedenen Lisungen von 30°) Hg, in 0.9%). Na Cl-Lisung, 


auf die Anderungen der normalen Resistenz von 110 . 105 Schaferythroeyten. Temperatur 18° ( 

fg Keine Aufhellung = totale Resistenz. 

SY Partielle Aufhellung = partielle Resistenz. 

O Totale Aufhellung keine Resistenz. 

Das py der Bouillon und der NaCl-Lisung war 7.6. Die Bouillon wurde wihrend 

4 Wochen im Dunkeln bei Zimmertemperatur aufbewahrt und wahrend einer Stunde auf- 
gekocht. Das detibrinierte Schafblut wurde wihrend 24 Std. bei 49°C aufbewahrt. Ei: 
wirkungsdauer der Hy O,-Lisungen 30 Min. Jedesmal wurden an zwei Tropfen dieser Lisungen 
8 Tropfen NaCl von verschiedener Konzentration, wie in der Abbildung angegeben ist, hin 
zugefiigt. Der Grad der Aufhellung wurde nach 30 Min. Stehen bei 18° C abgelesen 


Wo bei diesen Experimenten der Einflub, unter anderem der 
Qualitat und der Frische des gebrauchten Blutes und der Bouillon, von 


1 Dubos, J. of exper. Med. 49, 507, 1929. 
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gi Bter Bedeutung waren, ist es praktisch nicht modglich, die Experi- 
mente in ihren Zahlenverhaltnissen genau zu reproduzieren. 

In der Mitteilung von Tokagi!, der durch kolloidales Hg in 
Biutplatten verursachte Strukturen  beschreibt, fielen zwei Tat- 
sachen auf. 

Erstens berichtet der Autor, dab es nicht gelingt, in Bouillonagar 
schéne Strukturen zu bekommen: und zweitens, dab die hamolytischen 
Zonen in NaC!l-Agarplatten sehr groB sind. Diese Wahrnehmung 
konnte einfach verifiziert werden mittels kleiner Teilchen von Hyrgol* 
(Heiden). 

Koénnte nun zwischen den durch H,O, und Hg hervorgerufenen 
Strukturen eine Parallele gefunden werden, so sollte es doch moéglich 
sein, die Strukturen auf dieselbe Weise zu beeinflussen, wie dies bei den 
Strukturen rings um die Streptokokkenkolonien geschehen ist. 

Dies gelang in der Tat, aber es ist auch mdéglich, die gleichen 
Strukturen einerseits um Streptokokkenkolonien, andererseits um 
kleine Hyrgolteilchen zu bekommen, so dab 











man sogar im mikroskopischen Bilde nicht be- Schnitt I 
stimmen kann, mit welchem der beiden Pro- 7 
zesse man es zu tun hat. : 

Um Strukturen mit weniger Haimolyse und Abb. 5. 


mehreren Zonen zu bekommen, wurden alle 

Faktoren angewandt, die in Abb. 1 angedeutet sind, um gegen die 
Verringerung der Resistenz zu wirken. Die Platten wurden in folgendet 
Weise angefertigt. 

Hyrgol wurde in einem Mérser fein verrieben, so dab Teilchen von 
verschiedener GréBe entstehen. Diese wurden wahrend eines kurzen 
Augenblicks mit dem noch fliissigen Blutagar gemischt und schnell 
als Platten gegossen. 

Es wurde sowohl NaCl-Agar wie Bouillonagar, 2°... wozu_ ver- 
schiedene Mengen Blut gefiigt, verwendet. 


naher betrachten. 

Ein auberst kleines Hyrgolteilchen, auf eine Blutagarplatte (12 cem 
NaCl-Agar, 2°: pu = 7,7 mit 0,1 cem Schaferythrocyten) gebracht, 
verursacht nach 3 Stunden bei 37°C eine schalenférmige, praktisch 
total aufgehellte Zone um das Zentrum herum (Abb. 5%) 


' Tokagi, |. ¢. 
2 Dieses Praparat enthalt metallisches Hg. 
% Die Stereophotographien dieser Objekte, deren Durchschnitte hier 


wiedergegeben sind, werden von den Verfassern gern zur Vertiigung gestellt. 
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Kurze Zeit nach dem Anfang des Experiments kann man, bey 
Hamolyse aufgetreten ist, eine verringerte Resistenz der Ervthrocyt:) 
rings um das Partikelchen finden. Dies zeigt sich, wenn man Schnit 
in 0,45° ig. NaCl legt. 

Ein gréBeres Hyrgolteilchen in derselben Platte gibt nach dri 
stiindigem Aufenthalt bei 37° C ein ganz anderes Bild. Um das Partik: 
chen befindet sich eine Zone von fixierten Erythrocyten, deren Anzab)| 
gegeniiber der urspriinglichen Zahl verringert ist. Jedoch kann auch 
hier kurze Zeit nach Versuchsanfang gezeigt werden, daB in der Um 
gebung des Hyrgolpartikelchens Verringerung der Resistenz  auf- 
getreten ist. Hierbei zerfallt immer ein gewisser Teil der Erythrocyten 
indem die iibriggebliebenen durch die weitere Einwirkung des Agens 
in gréBerer Konzentration resistent werden (Abb. 6). 

Aus Abb. 4 ersieht man, daB das Verhiltnis Konzentration H,O, 
: Erythrocytenzahl, wobei eine betrachtliche Verringerung der Resistenz 
auftritt, sich bei NaC] als Verdiinnungsfliissigkeit iiber ein viel gréBeres 
Gebiet erstreckt als bei Fleischbouillon. 


Schnitt I Seid a 























Abb. 6. 


Wenn man zwischen beiden Prozessen, von H,O, und Hg ver- 
anlaBt, eine Parallele ziehen darf, kann man erwarten, das die mehrfache 
Zonenformation in Bouillonagar besser zustande kommen kann _ bei 
gréBerer Blutkonzentration und niedrigerem py (vgl. Abb. 1). 

Wenn man nun auf die oben beschriebene Weise einige Hyrgol- 
teilchen in 12 cem Fleischbouillonagar, 2°), py = 6,8 (mit 0.4 cem 
frischem Schafblut), bringt und diese 1 Stunde bei 0° C und danach 
18 Stunden bei 37°C halt, kann man Strukturen begegnen, wie sie 
Abb. 7 zeigt. 

Um die am Boden liegenden kleinen Hyrgolpartikelchen befindet 
sich eine dichte, schalenférmige Zone Erythrocyten, die umgeben ist 
von einer weniger dichten Zone. Auf diese folgt eine ziemlich breite, 
helle Zone, wie der schematische Durchschnitt angibt: letztere Zone ist 
wieder umgeben von einer hellen Zone. 

Wenn man die Platten z. B. 2, Stunden bei 4° C und dann 1 Stunde 
bei Zimmertemperatur und endlich 17 Stunden bei 37° C halt, kann man 
Strukturen bekommen, wo die Zonenformation nicht aus Kugelschalen 


besteht, worin abwechselnd praktisch totale Reduktion der Erythro- 
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cvtenzahl stattgefunden hat, sondern aus Kugelschalen, wo nur Ver- 
ringerung in verschiedenem Grade stattgefunden hat, ohne daB es zu 
praktisch vollkommener Reduktion gekommen ist. 

Diese Beispiele aus zahlreichen Beobachtungen geben unseres 
Erachtens vorlaufig AnlaB zur Auffassung, die in Blutplatten durch 
Streptokokken, durch H,O, und durch Hg verursachten Strukturen als 
vollkommen identisch zu betrachten. Unsere schematischen Vor- 
stellungen iiber die Entstehung der Zonen um die Kolonien und die 
hierbei durch die verschiedenen Faktoren ausgeiibten Einfliisse sind 
also fiir die drei Prozesse giiltig. Die folgende Frage ist nun, welcher 
Faktor diesen drei Prozessen gemeinsam ist. Indem wir in einer 
folgenden Mitteilung diese Frage zu beantworten versuchen werden, sei 
darauf hingewiesen, daB die Frische und das Aufkochen der Bouillon 
eine Rolle spielen miissen, besonders nachdem Dubos auf den FinfluB 
dieser beiden Faktoren auf die Veranderungen des Redoxpotentials 
hingewiesen hat. Ist unsere Hypothese richtig, dann muB das Experi 
ment méglich sein, nur durch Elektronenwirkung artgleiche Zonen 
formationen zu erzielen. Hieriiber wollen wir in einer folgenden Mit- 
teilung berichten. 


Zusammenfassung. 


Ebenso wie bei Kolonien von Streptokokken, Type x (Brown), 
kann man durch H,O, und Hg in Blutagarplatten Zonenformationen 
entstehen lassen, welche als véllig identisch zu betrachten sind. 

Die Strukturen, die man in Blutagarplatten erzielen kann, finden 
ihre Erklarung nicht durch Konzentrationsabnahme des Agens vom 
Zentrum ab. 

Das Phanomen wird im Prinzip durch das Verhaltnis Konzentration 
des Agens: bestimmte Erythrocytenzahl beherrscht, wobei. eine Ver- 
ringerung der Resistenz der Erythrocyten auftritt. Der Begriff: ver 
ringerte Resistenz will sagen, daB die Resistenz gegeniiber niedrigerer 
Temperatur, hypotonischen NaCl-Lésungen und Saponin verringert ist, 
verglichen mit Erythrocyten, die sich in der Platte auBerhalb des 
Wirkungskreises des Agens befinden. 

In NaCl-Agar erstreckt sich dieses Verhaltnis tiber ein gréBeres 
Gebiet und ist deutlicher als in Bouillonagar. (Da Streptokokken- 
kolonien in NaCl-Agar nicht wachsen, ist dieses hierbei nicht zu kon- 
trollieren. ) 

AuBerdem kénnen verschiedene Faktoren, wie niedrige Temperatut 
und hohes py, die Neigung zur Resistenzverringerung noch erhéhen. 


Dies kann soweit gehen, da} um ein in eine Blutplatte gebrachtes 
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Hg-Teilchen oder um tiefe Streptokokkenkolonien herum = nur ¢ + 
helle Zone auftritt. 

Wenn man vorlaufig annimmt, daB das Agens nach allen Richtunyon 
vom auf die Platte gebrachten Hg-Teilchen oder um die Kolonicy 


diffundiert und erwagt, daB erstens die Erythrocytenzahl in jeder d« 


Kugelschalen, die vom Zentrum aus aufeinander folgen, immer gré{er 
wird, jedoch in jeder Kugelschale gleichbleibt, indem in ein und 
derselben Kugelschale die Konzentration des Agens fortwahrend sich 
andert, zweitens, da} Erythrocyten mit verringerter Resistenz durch 
weitere Einwirkung oder gréBere Konzentration des Agens resistent 
werden kénnen, so ist hiermit eine Erklarung fiir das Entstehen der 
Zonen und fiir die verschiedenen Strukturen durchaus méglich. 

Das Wesen dieses gemeinschaftlichen Zonenphanomens wird naber 
untersucht. 
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Uber den Einflu6 von Magnesiumsalzen auf das Wachstum 
von Ratten bei konstanter Carotin-Eingabe. 


Von 
H. vy. Euler und Ebba Virgin. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 16, April 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Sind in der Nahrung des wachsenden Tieres die Vitamin-A-Dosen 
geniigend oder reichlich, so werden fiir die Geschwindigkeit des Wachs- 
tums die Konzentrationen anderer Kostbestandteile ausschlaggebend. 
Sehen wir hierbei von qualitativ minderwertiger Grundnahrung ganz 
ab, setzen wir also voraus, daB das Eiweifs vollstandig und das Ver- 
haltnis zwischen Kohlenhydraten, Fett und Proteinen in der Grundkost 
normal ist, so bleiben unter den wachstumsbegrenzenden Faktoren 
drei Gruppen zu unterscheiden: 

I. Die Komponenten der Vitamin-b-Serie: ihre Unentbehrlichkeit 
fir die Entwicklung des Tierorganismus steht schon lange fest, wenn 
auch tiber die Art ihrer Einwirkung noch nichts anderes bekannt ist, 
als daB wenigstens drei B-Vitamine, nimlich 4,, B, und B, sich gegen- 
seitig erganzen miissen }, 

II. Produkte der inneren Sekretion. Von den Hormonen kommen 
in erster Linie in Betracht Thyroxin (und eventuell andere Hormone 
der Schilddriise), Adrenalin und die Sexualhormone, unter ihnen be- 
sonders die Hormone des Hypophysenvorderlappens. Uber das Zu- 
sammenwirken dieser Hormone mit Vitamin A haben Euler und Kluss- 
mann? kiirzlich eine systematische Untersuchung begonnen. 

III. Anorganische Salze. Dieselben regulieren einerseits die Kon- 
zentration organischer Substrate bei biologischen Prozessen, z. B. die- 
jenige zweibasischer Sauren; andererseits wirken sie teils frei und 


' L. Randoin u. Lecog nehmen ein Vitamin B ,,d’utilisation nutritive‘ 


an. Bull. Soc. Chim. Biol. 11, 745, 1929. 
2 Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10 B, Nr. 20, 1932. 
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teils gebunden — als Aktivatoren bzw. Katalysatoren an katalytise)\.y 
Vorgingen mit, wie z. B. das Mangan (G@. Bertrand), das Eisen jy 
Verbindung mit Porphyrinen und das Cu in Verbindung mit Ham): 
(Euler und Klussmann). 

Calcium und Phosphat sind als Substrate der Knochenbildung 
am Gesamtzuwachs héherer Tiere wesentlich beteiligt; ihre relativen 
Konzentrationen bestimmen zusammen mit denen von Na und K di: 
Alkalinitat des Blutes und damit vieler Gewebe. 

Nun ist das Verhaltnis Ca/PO, einer der wesentlichsten Faktoren, 
welche den Calciumspiegel des Blutes und damit die Knochenbilduny 
bestimmen, und wenn dieses Verhaltnis ungiinstige Werte annimmt 
so resultieren daraus je nach den iibrigen Umstanden, mannigfache 
Arten von Osteoporose, welche histologisch unsicher zu deuten sind 
und es so schwer machen, in Schnitten kombinierte D- und C-Avitani 
nosen zu erkennen. Der groBe EinfluB der Vitamin-D-Zufuhr auf 
die Beschaffenheit der Hiihnereier steht mit dem Serum-Ca in direktem 
Zusammenhang. 

Ks ist unseres Wissens nicht beachtet worden, daB der Wirkungs- 
grad des C- und D-Vitamins auch von der Konzentration anderer Salze 
abhangen kann als von derjenigen des Calciums und der Phosphorsaure. 

Hervorragende Forscher haben sich mit der Frage nach dem 
KinfluB des Magnesiums auf die Calciumretention bei Mensch und Tier 
beschaftigt und sind dabei zu ganz verschiedenen, einander wider- 
sprechenden Resultaten gekommen. Dies scheint uns darauf hinzu- 
deuten, daB bei diesen Versuchen wenigstens ein die Calciumretention 
mitbedingender Faktor in verschiedener Menge anwesend war und nicht 
geniigend konstant gehalten wurde. 

Es sei nur erwahnt, daB bei Versuchen von Mendel und Benedict! 
nach subcutaner Magnesiumsalzeinspritzung vermehrter Calciumverlust 
eintrat, wahrend Steenbock und Mitarbeiter? bei Mensch und wachsenden 
Ratten — sofern geeignete Phosphatmengen in der Diat vorhanden 
waren keinen Calciumverlust durch Magnesiumzugabe beobachten 
konnten. Andererseits fanden Barbour und Winter? sowie Carsvell 
und Winter? nach Magnesiumeingabe bei Hunden und bei Menschen 
Calciumretention. 

Im Frihjahr 1931 beobachtete 2. Klussmann an Ratten, welche 
iibernormale Magnesiumdosen, namlich 0,2°, Mg in der trockenen 
Grundkost erhielten, teils schlechtes Allgemeinbefinden, teils osteo- 


' Mendel u. Benedict, Amer. J. of Physiol. 25, 1, 1909. 
2 Elmslie u. Steenbock, J. of biol. Chem. 82, 611, 1929. 
3 Barbour u. Winter, J. Pharm. a. exp. Ther. 1931. 

4 Carswell u. Winter, J. of biol. Chem. 93, 411, 1931. 








p rot 
darav 
WwW ‘Ach 
Wacl 
wiede 
geleg 
wu d 


dosv 


Caro 
bre 7 
wied 


ZWis 


1. Z 


ausg 
Pho 
des 

war 


diej 


mit 

Mg- 
Ane 
der 
PO 
Sch 
Ver 


hin 
kn 


Ma 
nal 
net 
ein 








on 


en 
pl] 


nN 








EinfluB von Magnesiumsalzen auf das Wachstum usw. 395 


porotische Anomalien, und auch die Wachstumsversuche deuteten 
darauf hin, daB iibernormale Magnesiumdosen (also Magnesiummengen, 
welche den Mg-Gehalt der normalen Grundkost iiberschreiten) das 
Wachstum verzégern kénnen!. 

Solche Versuche sind dann im Herbst und Winter 1931 an 40 Ratten 
wiederholt worden, und zwar haben wir besonderes Gewicht darauf 
gelegt, die gegebenen Vitamin-A-, B- und D-Mengen dabei genau 
zu definieren. 

Diese Versuche beziehen sich, wie hervorgehoben sei, aut l ber- 
dosierung von Magnesiumsalzen. 

Es liegen hier zwei Versuchsserien vor, bei denen mit denselben 
Carotin-Mengen gearbeitet worden ist. Die aus auBeren Griinden unter- 
brochenen Versuche, sollen unter Variation der Vitamin-C-Mengen 
wieder aufgenommen werden, um einen eventuellen Zusammenhang 
zwischen Magnesiumsalzen und Vitamin C aufzudecken. 


1. Zur Kenntnis des Einflusses des Magnesiums auf die Knochenbildung. 


In einer vorhergehenden Mitteilung haben Euler und Rydbom?, 
ausgehend von den Arbeiten dieses Instituts iiber die Aktivierung der 
Phosphatase durch Magnesium orientierende Versuche tiber den Einfluis 
des Magnesiums auf die Knochenbildung beschrieben; bei denselben 
waren Ratten mit Magnesiumdosen behandelt worden, welche iiber 
diejenigen der normalen Grundkost ziemlich weit hinausgingen. 

Zu den in der gleichen Arbeit von uns begonnenen Versuchen 
mit Meeresfischen (Gobius niger), die in Salzwasser von verschiedener 
Mg-Konzentration gehalten wurden, sei noch nachtriglich an die 
Analysen von S. Schmidt-Nielsen und J. Stene® erinnert, in welchen 
der Aschengehalt der Knorpeln einiger Knorpelfische beziiglich Ca und 
PO, festgestellt worden ist. Dieses Verhaltnis, Ca PO,, variiert nach 
Schmidt-Nielsen in den Grenzen 0,5 bis 0,8. Eine Erweiterung dieser 
Versuche beziiglich Mg ware fiir unsere Fragestellung von’ Interesse. 

Fischknochen (Makrele) unterscheiden sich nach Morgulis (1. c.) 
hinsichtlich des Quotienten Ca/Mg nicht wesentlich von Saugetier- 
knochen. 


1 Kuler, Vortrag bei der Jahresvers. d. Ver. deutsch. Chem. in Wien, 
Mai 1931; Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 583, 1931; siehe auch Huler, Cente- 
nary meeting of the British Association, Sept. 1931; nach AbschluB unserer 
neuen Versuche erschien im Bull. de la Soc. de Chim. Biol. Dezember 1931 
eine Arbeit von J. Lavollay iiber den Einflu8 des Magnesiums auf das 
Wachstum von Ratten. Wir kommen 8S. 402 auf diese Mitteilung zuriick. 
Siehe auch Leroy, C.r. Soc. Biol. 94, 431, 1926; Grace Medes, J. Biol. 
Chem. 68, 295, 1926. 

2 Euler u. Rydbom, diese Zeitschr. 241, 14, 1931. 

3 K. Norske Vid. Selsk. Forh. 3, Nr. 13. 1930. 
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Das Verhaltnis Ca/Mg in den Saugetierknochen wechselt zwise}): » 
etwa 9/1 bis 7,5/1, vermutlich auch abhangig von Alter und Geschlec}): 

Was nun die Ursache der Magnesiumwirkung auf die Knoche, 
bildung betrifft, so haben, wie erwahnt, Euler und Rydbom die Magne- 
siumaktivierung der Phosphatasen in den Vordergrund gestellt.  (}) 
diese Aktivierung auch bei Knochenphosphatase eintritt, ist noch nic|it 
entschieden; in dieser Hinsicht stehen sich die Versuche von Hominc; 
berg‘ und von Robison einerseits und von Jenner und Kay? gegeniibe: 

Jedenfalls ist nach Robison® die Knochenphosphatase fiir di 
Kalk- und Phosphatapposition in erster Linie maBgebend. 

Hinsichtlich Knochenbildung stehen mehrere Forscher auf dem 
Standpunkt, daB es sich um eine Ubersittigung des Serums mit Tri- 
calecitumphosphat handelt, wihrend andererseits Kramer* und _ seine 
Mitarbeiter der Ansicht sind, daB eine Ubersattigung von CaH PO, 
statthat. 

Klement® kommt zum Resultat, daB bei der Knochenbildung das 
sekundire Phosphat, CaHPO,.2H,O. zuerst abgeschieden und ab 
gesetzt wird; dieses erleidet dann Hydrolyse zu einem semi-basischen 
Phosphat, unter gleichzeitiger Bildung von Calciumcarbonat. Die 
Anwesenheit von Na, K, Mg und Cl in der Knochenasche werden der 
Gegenwart von Serum in den Micellen des Knochengewebes zuge- 
schrieben ®. 

Die Léslichkeit der Knochen in Magnesiumsalzlésungen wechselnder 
Konzentration hat Forbes studiert’; aus seinen Ergebnissen seien die 
folgenden erwahnt. 

1. Die Léslichkeit von Knochen-Ca im Wasser wird durch Mg-Salze 
in hohem Grade vermehrt; je gréBer die Mg-Konzentration ist, desto 
gréBer wird die Ca-Léslichkeit . . . 

. 2. In Gegenwart von Phosphaten, auch in maBiger Konzentration. 
kann eine ausgesprochene Lésung von Knochen-Ca eintreten, verbunden 
mit einer Abnahme der Phosphatkonzentration in der Lésung. 

In diesem Zusammenhang sei auch auf die Magnesiumbestimmungen 
aufmerksam gemacht, welche Th. Gassmann® an gesunden und kranken 


' Hommerberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 123, 1929; Robison, 
Macleod u. Rosenheim, Biochem. J. 24, 1927, und zwar 1931, 1930. 

2 Jenner u. Kay, J. of biol. Chem. 938, 733, 1931. 

3 Robison u. Soames, Biochem. J. 24, 1922 u. 1930. 

4 Shear u. Kramer, J. of biol. Chem. 79, 105 u. 125, 1928. 

5 Klement, Zeitschr. f. physiol. Chem. 196, 140, 1931. 

6 Uber Ca in der Knochenasche siehe auch Morqulis, J. of biol. Chem. 
98. 445, 1931. 

7 Forbes, J. Biochem. 93, 225, 1931. 

& Gassmann, Schweiz. Monatsschr. f. Zahnheilkde. 42, Heft 1, 1932. 
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Zahnen ausgefiihrt und diskutiert hat. Es ware von Interesse, hier 
die Verhaltnisse Mg/Ca kennenzulernen. 


2. Einflub des Magnesiums auf das Wachstum von Ratten. 

Zwei Tatsachen sind fiir uns bei der Aufnahme der hier mitgeteilten 
Versuche, welche sich an diejenigen von Euler und Rydbom! anschlieBen, 
maBgebend gewesen: Magnesium nimmt nach Lohmanns? Befund 
hesonders am Kohlenhydratstoffwechsel teil. Euler, Nilsson und 
juhagen® wiesen sofort darauf hin, gestiitzt auf eigene Versuche an 
Hefe, daB diese Tatsache vermutlich mit der durch 7. Erdtman* nach- 
vewiesenen Aktivierung der Phosphatase durch Magnesiumsalze zu- 
sammenhangt, ein Befund, welcher neuerdings von Jenner und Kay 
|.c.) bestatigt und erweitert worden ist. 

Es wird also noch eingehend zu priifen sein, in welchen Organen 
die Phosphatasen besonders durch die wechselnden Konzentrationen 
der Magnesiumsalze beeinfluBt werden und so den Stoffwechsel mit- 
bestimmen kénnen. Auch wenn diese Hypothese voll zutrifft, werden 
die Magnesiumsalze, welche im Blut zirkulieren und in Organen an- 
yehauft werden, nach dem Massenwirkungsgesetz das Calciumphosphat- 
gleichgewicht beeinflussen, welches auf Grund der fiir kondensierte 
Systeme geltenden Regeln behandelt werden kann. 

Die Rolle des Magnesinms hangt dabei zusammen mit seiner 
Fahigkeit, Komplexe von verschiedener Stabilitat zu bilden, und zwar 
kommen sowohl Hydroxy!- als Stickstoffkomplexe (vom Typus des 
Chlorophylls) in Betracht. 

Die Resorption von Magnesium- wie auch von Calciumionen ist 
natirlich in hohem Grade abhangig von den gleichzeitig in der Nahrung 
gebotenen Anionen, welche also im Blute und in den Geweben vor- 
handen sind. 

Was das Magnesiumbediirfnis der héheren Tiere betrifft; so liegt, 
wie ohne weiteres verstaindlich, ein wesentlicher Unterschied zwischen 
Carnivoren und Herbivoren vor. Die Pflanzenfresser erhalten einen 
nicht unbetrachtlichen Teil der unentbehrlichen taglichen Magnesium 
dosis durch das Chlorophyll des frischen Griinfutters und, eventuell 
zum Teil degeneriert, durch das Heu®. Aus den vorliegenden Versuchen 
wire zu entnehmen, daB Img Mg die Minimumdosis fiir Ratten 
ausmacht. 


' Vgl. auch Euler, Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 573, 1931. 

* Lohmann, Naturwiss. 19, 180, 1931. 

3 Euler, Nilsson u. Auhagen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 200, 1, 1931. 
‘4 Erdtman, ebendaselbst 177, 211 u. 238, 1928. 

5 Canals, These, Paris 1920. 
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Das Magnesiumbediirfnis des Menschen, auch des wachsenden. «; 
gering; nach iibereinstimmenden Messungen von Bunge! und \ 
Renvall* betragt die notwendige Mg-Einnahme 0,6 g pro Tag, \ 
reduziert auf das Gewicht der Ratte etwa 1 mg Mg entsprechen wiir 
Tatsachlich ist das Bediirfnis der Ratten bzw. eine Optimaldosis se); 
viel héher. 


Was die Zufuhr des Magnesiums durch die Nahrung betrifft, so 
sei auch auf die Tabellen aufmerksam gemacht, welche vor kurzer Zeit 
Javillier® in seiner bemerkenswerten Monographie angegeben hat. 


Wie zu erwarten, andert sich der Gehalt tierischer Organe un 
Fliissigkeiten mit dem Mg-Gehalt des Futters, daher kommt es, da{i 
z. B. fiir Milch so verschiedene Mg-Werte in der Literatur angegeben 
werden, die zwischen 16 und 60 mg pro Liter liegen, was somit Schwan 
kungen im Verhaltnis Ca/Mg von '/, bis '/,) entspricht. 

Im Blute von Saugetieren ist das Verhailtnis Mg/Ca viel hdher als 
in den Knochen; es betragt rund 1/2. 

In den Muskeln liegt der relative Mg-Gehalt noch héher; man 
findet im Saugetiermuskel nach alteren Versuchen MgO/CaO = 2.4. 
also Mg/Ca = 2/1. 


Nach einer Tabelle von Katz*, welche die Muskeln von Mensch 
und sieben Siugetieren umfaBt, schwankt das Verhaltnis Mg/Ca von 
10/4 bis 10/1. Es ist also Magnesium hier immer im UberschuB iibe: 
Calcium. 

In Riicksicht auf unsere friiher angestellten Versuche mit Meeres- 
fischen ist es von Interesse festzustellen, da’ im Muskel zweier solche1 
Fische (Schellfisch und Aal) das Verhaltnis Mg/Ca ganz anders ge- 


funden wurde, nimlich rund 1/2. Auch beim Sii®wasserfisch Hecht >® 


iiberwiegt im Muskel das Ca: der Quotient Mg/Ca betragt hier 3/4. 


Natiirlich mu8B die Gesamtnahrung immer soviel Mg enthaiten, 
daB der normale Gehalt der Organe des betreffenden Tieres aufrecht 
erhalten werden kann, er muB also die Verluste decken. Nicht selten 
scheint es vorzukommen, da die tierische Nahrung Mg in der Minder- 
heit enthalt. 


' Bunge, Zeitschr. f.\Biol. 41, 1901; 45, 1904. 

2 Renvall, Skand. Ark. Physiol. 16, 1904. 

3 Javillier, Bull. Soc. Chem. Biol. 12, 709, 1930. 

‘ Pfliigers Arch. 63, 1, 1896. 

5 E. Berger hat im Institut von A. Bethe kiirzlich nachgewiesen, dai 
SiSBwassertiere in Salzwasser verschiedener Konzentration, auch wenn es 
hypotonisch ist, Salze aufnehmen und den erlangten UberschuB im SiiB- 
wasser wieder abgeben (Pfliigers Arch. 328, 790, 1931). 
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Was die menschliche Nahrung betrifft, so hat Javillier in seiner 
erwahnten Monographie kiirzlich betont, da® unsere Nahrung im 
iigemeinen zu wenig Mg enthalt. 

Damit ist natiirlich die Frage noch nicht gelést, warum das Magne- 
sium in solchem Grade lebenswichtig ist, welches also diejenigen biologi- 
schen Reaktionen sind, deren Verlauf durch Mg mitbestimmt wird. 
Wir haben oben schon darauf hingewiesen, dal} eine der wesentlichsten 
\ufgaben des Magnesiums die aktivierende Wirkung der Phosphatase 
sein dirfte, tiberhaupt der EinfluB, welchen dieses Anion auf die Glyco- 
lyse ausiibt. 

In den vielen Fallen von verschiedenartigen physiologischen 
Magnesiumwirkungen, welche hier natiirlich nicht alle aufgezahlt 
und in diesem Zusammenhang auch kaum besprochen werden kénnen, 
dirfte es sich meistens um Léslichkeitsbeeinflussungen handeln, be- 
sonders da, wo Magnesium als Antagonist von Calcium auftritt. 
Ks mag unter solchen Magnesiumwirkungen z. B. auf die Versuche 
und Ergebnisse von Kramer', J. Becka® sowie auf neue Ergebnisse 
von Sjollema, Seekles und van der Kaay*® verwiesen werden. Letztere 
Forscher finden eine Entgiftung von intravenés zugefiihrtem Calcium 
durch Magnesiumsalze. 


Besonders bemerkenswert sind die Untersuchungen von McCollum 


und Orent* iiber die physiologische Bedeutung einiger unorganischer 


Grundstoffe. Die genannten Forscher haben besonders das Gebiet der 
unzureichenden Konzentrationen gewisser Metallsalze bzw. die sich 
daraus ergebenden Mangelerscheinungen untersucht, darunter auch 
diejenigen des Magnesiums. Fiir alle Versuche auf diesem Gebiet ist 
es besonders bemerkenswert, daB nach McCollum die Mg-Salze nur 
schwer ganz von Mangan befreit werden kénnen, welches ebenfalls als 
ein lebenswichtiges Metall erkannt wurde. 


3. Ergebnisse. 

Die Versuchsratten wurden sowohl hinsichtlich ihrer Gewichts- 
zunahme als hinsichtlich der Knochenbildung untersucht, und zwar 
sowohl mit Réntgenaufnahme als durch histologische Beobachtung von 
Epiphysenschnitten. 

Fir die Versuchsreihe 3, wo die Versuchstiere noch ihre annahernd 
gleich groBen Carotin- und Vitamin-A-Reserven besaBen, erhielten wir 


' Kramer, Shear u. Siegel, Am. chem. J., Dis. Child. 40, 896, 1930. 

2 Becka, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 67, 253, 1929. 

3 Seekles, Sjollema u. van der Kaay. diese Zeitschr. 244, 5, 1932. 

4 McCollum u. Orent, J. Maryland Acad. Sci. 2, 33, 1931; J. of biol. 
Chem. 92, XXX, Sci. Proce. 1931. 
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die in den Abb. 1 enthaltenen Wachstumskurven. Berechnet man » is 
diesen Kurven die mittlere Gewichtszunahme fiir die verschieden 
Mg-Dosen, so findet man, die in der folgenden Tabelle angegeben: 
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Abb. 1 
0/5 Mg Versuchsdauer 

in Grandkost 4 Wochen 6 Wochen y 8 Wochen 

0,05 19 23 23 
0,15 30 35,5 44 
0,25 31 37 43,5 
0,35 21 37 44 
0,45 28 37,5 40.5 


Bei der kleinsten von uns untersuc hten Mg- Gabe, von 0,05 ° , Mg, 


entsprechend 50 mg Mg pro 100 g trockene Grundkost, ist das Maximum 


des Wachstums unter den im librigen gewahlten Diatbedingungen noch 
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nicht erreicht. Bei 150mg pro 100g Trockenkost fanden wir den 
Miximalwert, der bis 350 mg konstant bleibt und der dann langsam 
al zufallen scheint. 


In der Versuchsreihe 4 wurde in simtlichen Versuchen eine etwa 
mittlere Gewichtszunahme von 2 g pro Woche konstatiert. Wir waren 
dabei von der Meinung ausgegangen, dab sich der EinfluB des Mg 
deutlicher auBert, wenn der Zuwachs durch eine kleine Carotindosis 
an der unteren Grenze gehalten wird. Auch bei dieser Versuchsreihe 
ist der Abfall des Zuwachses bei 450 mg Mg pro 100 g Trockengrundkost 
nicht deutlicher als in der Serie 3. GréBere Mg-Mengen werden auch 
hier gut vertragen. 

Was die Knochenbildung betrifft, so geben die Réntgenbilder 
keine so deutliche Differenzen, daB sich hier eine Reproduktion lohnen 
wirde: eigentliche rachitische Anzeichen sind nicht vorhanden, was 
verstandlich ist, da die Grundkost nicht rachitogen war. Die histo- 
logische Priifung der Epiphysenschnitte ergab bei der Serie 4 eine ziemlich 
schwache Knochenbildung. 


4. Versuche. 
Vier Versuchsreihen wurden im ganzen angestellt, von denen die 
beiden letzten hier mit 3 und 4 bezeichnet werden. 
In simtlichen Versuchsreihen wurde die gleiche Grundkost gegeben, 
nimlich: 


Grundkost: Salzmischung : 
eee. 3-4) 4 as = Se PEN as: god oe 6 a, BO De 
Peisstieee. «.. 1. « « BD w Miter Oe we sw s 
Salzmischung .... 5 ,. CaH,(PO,),. ... 30 
Hefe (trocken). . . . 10> ,, Ca-Lactat. . ... 10 
ee ao es oe FeCl, . — 
me ch eles oe SO 


Magnesium ist in Form von Magnesiumchlorid in abgewogenen 
Mengen besonders zugesetzt worden. 


In beiden Serien wurden die B-Vitamine in UberschubB gegeben, 
und zwar in Form von Hefe (10 Teile auf 97 Teile Grundkost): auch 
das D-Vitamin (0,4 y bestrahltes Ergosterin pro Tag) war im UberschuB. 


Die beiden Serien unterschieden sich dadurch, daB in der Serie 3 
die Versuchsratten noch nicht zum Wachstumsstillstand gekommen 
waren, wahrend dies in Serie 4 der Fall war. Bei Serie 3 und 4 betrug 
die Tagesdosis 2,0 y. Was die Mg-Eingabe bei den einzelnen Versuchen 
betrifft, so wurde zunichst der Mg-Gehalt der wichtigsten Komponenten 
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der Grundkost analytisch bestimmt. Dabei fand Frau D. Burstr 
folgende Werte: 


PMD. Se eee HOH 2 wee + ow + + OS Ig po Grin 
DE Sa a! 2 de as an S Oe we eS es Sr 
i de ee ae ee a ee ee a a 


Salzmischung (analysenreine Praparate Schering- 
ee ee er ae a a 

Hetfe (destilliertes Wasser zum Verdiinnen der 
oo a a a ae = ee sé 


Aus diesen Werten wurde berechnet, dai unsere normale Grundkost 
einschlieBlich der Salzmischung rund 0,15°, Mg enthalt. 

Nur ein Versuch mit einer niedrigeren Mg-Konzentration wurd: 
angestellt, nimlich mit 0,05°,, Mg. Bei diesem letzteren Versuch ent 
hielten also 100 g trockener Grundkost 50 mg Mg. 

Jedenfalls ist die Wachstumszone der Epiphysen bei den mit der 
héchsten Mg-Dosis gewachsenen Ratten noch viel schlechter ausgebildet 
als beim Versuch mit 50 mg Mg pro 100 g Trockengrundkost. Einzeln« 
Schnitte der mit Zusatz von 0,45°,, Mg ernahrten Ratten zeigen Ano 
malien der Knochenbildung, es trat aber nirgends ein charakteristisches 
Bild einer Osteoporose, wie die Abb. 2 und 3 zeigen, auf. 
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Abb. 2. 0,05 °) Mg. 











Nach AbschluB unserer Versuche erschien, wie eingangs erwahnt 
eine Arbeit von Lavollay. Wie die Untersuchung von McCollum und 
Orent bezieht sich diejenige von Lavollay auf den Einflu®B  un- 
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cenigender Mg-Dosen, wahrend wir versuchten, den EinfluB von 








str Py . 
g-UberschuB festzustellen. 

Der franzésische Forscher findet das Maximum des Zuwachses 
mn i 55mg Mg pro 100g Trockengrundkost, wahrend nach unseren 
dkost 
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izelne 
Ano 
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Abb. 3 0.45 & Mg. 
Messungen dieser Maximalwert erst mit der Konzentration 150 mg 
pro 100 g Grundkost, namlich der nachsten untersuchten Konzentration, 
erreicht ist und die Menge 50 mg Mg nur zum halben Maximalwert 
fiihrt. Lavollay ist zu keinen héheren Mg-Dosen als 75 mg gegangen. 

Das héhere Mg-Bediirfnis bzw. die Mg-Toleranz unserer Ratten 

hangt wahrscheinlich damit zusammen, dab die Grundkost und be- 
sonders die Vitaminzufuhr in diesem Institut eine etwas andere war als 
bei den Versuchen von Lavollay, und in dieser Hinsicht bleibt, wie 
erwihnt, besonders der EinfluB von C-Vitamin zu untersuchen. 
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Bestimmung kleiner Nicotinmengen im Tabakrauch. 


Von 
Vitéz Ladislaus Nagy. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debrecen. 


(Eingegangen am 19, April 1932.) 


Der Verfasser wies in einer vorangehenden Untersuchung mit 
L. Barta (1) nach, daB das zur Bestimmung des Nicotingehalts des 
Tabakrauches dienende und vielfach angewandte P/yl-Schmittsche (2) 
Verfahren Fehlerquellen hat, durch die man mit dieser Methode fiir 
den Nicotingehalt des Tabakrauches zu niedrige Werte erhalt. Diese 
Fehlerquellen kénnen kurz im folgenden zusammengefaBt werden. 

a) Wenn Nicotin auch in die zweite Waschflasche iibergeht (was aut 
Grund unserer Beobachtungen oft vorkommt), mu®B der Inhalt dieser 
Waschflasche mit dem der ersten vereinigt und das Nicotin aus ungefahi 
150 cem Rauchlésung mit Pikrinsaéure gefallt werden; in diesem Falle wird 
aber das Nicotin durch die vorgeschriebenen 50 cem n/20 Pikrinséure 
losung nicht vollkommen abgeschieden, und deshalb muB mehr (80. bis 
100 cem) Pikrinsaéurelésung angewendet werden. 

b) Die saure, sodann neutralisierte Rauchl6sung wird zwecks Reinigung 
mit Chloroform ausgeschiittelt ; es kann aber vorkommen, da in der Rauch- 
losung 6lige und harzige Substanzen zuriickbleiben. welche die Abscheidung 
des Nicotindipikrats verhindern; in solchem Falle scheidet sich das Nicotin 
(besonders kleinere Nicotinmenge) nicht einmal nach zweistiindigem Stehen 
vollkommen ab. 

c) Das Chloroform lést aus der neutralisierten Rauchlésung eine be- 
deutende Menge Nicotin heraus (11 bis 20°,, des vorhandenen Nicotins). 
welche fiir die Nicotinbestimmung verloren geht, demzufolge darf nur eine 
saure RauchlOsung mit Chloroform ausgeschiittelt werden '. 


' In dem unter der Uberschrift .,Vorrichtung zur Bestimmung des 


Nicotins im Tabakrauch, D. R.-G.-M. nach Dr. B. Pfyl* jiingst erschienenen 
Prospekt Nr. 126 der Berliner Apparatefabrik ,,H. Rohrbeck Nach folger* ist die 
Pfyl-Schmittsche Methode mit der Abanderung beschrieben, daB die Rauch 
l6sung vor dem zweiten Ausschiitteln nicht neutralisiert, sondern auch zum 
zweiten Male die urspriingliche saure Rauchlésung mit Chloroform aus- 
geschiittelt wird. Dieser Prospekt empfiehlt zur Bestimmung des Nicotin- 
gehalts des Zigarrenrauches die Verbrennung von fiinf Zigarren. Laut 
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Auch ist zu bemerken, daB die P/yl-NSchmittsche Methode ziemlich lang- 
ierig ist, denn zur Bestimmung des Rauchnicotins miissen acht bis zehn 
yvaretten verbrannt werden. 

Barta und Toole (4) schlugen zur Bestimmung des Rauchnicotins 
cin Verfahren vor, mit welchem das Nicotin einfach, schnell, genau und 
auch schon im Rauche von ein bis zwei Zigaretten bestimmt werden 
kann. Dieses mikrotitrimetrische Verfahren beruht darauf, dab der 
‘abakrauch durch mit verdiinnter Schwefelsiure getrankte Glaswolle 
vesaugt, das Nicotin aus der durch Auswaschen der Glaswolle gewonnenen 
Rauchlésung mit Lauge abdestilliert, aus dem etwa 70 com ausmachenden 
Destillat (mit soviel geht das Nicotin quantitativ iber) mit Pikrinsaure 
gefallt und das aus dem Nicotindipikrat mit Lauge frei gemachte und 
abdestillierte Nicotin mit n l00 HCl (Methylrot als Indikator) titriert 
wird, 

Bei Uberpriifung dieser Methode fand ich sie gut brauchbar, voraus 
vesetzt. daB die Menge des im Destillat vorhandenen Nicotins nicht weniger 
als 5mg betragt. was sich daraus erklart, daB die Pikrinséiure weniger als 
5mg Nicotin aus 70cem Lésung nicht quantitativ abscheidet. Auf diesen 
Umstand weisen tibrigens auch die Verfasser hin, wenn sie bemerken, das 
eine Nicotinmenge unter 4.mg sich aus einer gré6Beren LOsungsmenge als 
60 cem nicht abscheidet. Auf diese Weise geht z. B. beim Verbrennen einer 
1°, Nicotin enthaltenden Zigarette ( O.5g¢ Tabak 5mg Nicotin) in 
AuBen- und Innenrauch verteilt. eine Nicotinmenge tiber, welche mit dem 
obigen Mikroverfahren nicht bestimmt werden kann bzw. miissen wenigstens 


zwei Zigaretten zur Bestimmung des Rauchnicotins verbrannt werden. 
Bei Zigaretten von geringerem Nicotingehalt (nicotinarm, nicotinfret), 
miissen sogar drei bis vier Zigaretten verbrannt werden, was die einfache 
und schnelle Durchfiihrung des Verfahrens beeintrachtigt. 

Aus diesem Grunde stellte ich mir zur Aufgabe, ein Mikroverfahren 
zur Bestimmung des Rauchnicotins auszuarbeiten, mit welchem eine 
sehr kleine Menge, also das im AuBen- oder Innenrauch einer Zigarette 
durchgehende Nicotin bestimmt werden kann. 

Offenbar muB bei einem solchen Verfahren zur Abscheidung des 
Nicotins aus der Rauchlésung eine empfindlichere Reaktion angewendet 
werden als die Fallung des Nicotins mit Pikrinséure. Auf Grund meiner 
Untersuchungen erwies sich zu diesem Zwecke die Fallung des Nicotins 


Lehmanns (3) Untersuchungen enthielt der Hauptstrom von 100g Zigarren 
im Mittelwert eine 940 cem n/10 Laugenl6sung entsprechende Basenmenge 
(Nicotin, Pyridin, Ammoniak) und 252 cem n/10 Saéure aquivalente Menge 


flichtiger Saéuren (Essigséure usw.). Der Rauch von 100g Zigarren ist 
also imstande, 940 252 688 com n/ 10 Saéure zu neutralisieren. Demnach 


neutralisiert der Hauptstrom von fiinf Zigarren | 25g) 1l72c¢cem n 16 
Saure, und auf dieseWeise kénnen die zur Absorption des Rauches gebrauchten 


2.30cem n/10 Saure total zgebunden werden, so daB die mit Chloroform 
auszuschiittelnde Rauchlésung neutral oder alkalisch wird; in diesem Falle 
ist das Schiitteln mit Chloroform mit Nicotinverlust verbunden, 
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mit Silicowolframsaure als sehr geeignet. Beziiglich der Empfindlichk: 
dieser zwei Nicotinreaktionen fanden Heiduschka und Muth (5), d: 
das Nicotin mit Pikrinséiure in einer Verdiinnung 1: 20000 und n 
Silicowolframséiure in 1: 300600 einen Niederschlag gibt; wenn d 
Losung auBberdem HCI (0,1 °,,) enthalt, steigert sich die Empfindlichke 
der Reaktion mit Silicowolframsiure (1: 500000). © Nach mein 
eigenen Beobachtungen fallt aus der Nicotinl6sung mit der Verdiinnun 
1: 500000 ein Niederschlag mit Silicowolframséure nur dann aus, wem 
die Lésung schwefelsauer (1°,,) ist. Wenn bei der Fallung des Nicotins 
aus der Rauchlésung statt Pikrinsiure Silicowolframsaiure angewandt 
wird, mu damit gerechnet werden, daB sich mit dem Nicotin auch 
das Pyridin (die Menge des letzteren im Tabakrauch ist laut Lehmann 
ein Drittel bis ein Viertel des Nicotins) abscheidet. Wird der aus de) 
Rauchl6sung gewonnene Silicowolframsaure-Nicotinniederschlag — mit 
Lauge zersetzt und dann destilliert, so destilliert mit dem Nicotin auch 
das Pyridin tiber. Aus den Untersuchungen von Barta und Tool: 
wissen wir aber, daB bei der Titration des Nicotins mit n 10 HCl das 
vorhandene Pyridin nicht stért, wenn zur Titration Methylrot als 
Indikator angewendet wird. Zur Untersuchung dessen, ob eine kleine 
Nicotinmenge durch Fiallung mit Silicowolframsiure, Destillation des 
Niederschlags mit Lauge und Titration des iiberdestillierten Nicotins 
mit n L00 HC! bestimmbar ist, und ob das Pyridin unter gegebenen 
Umstanden (kleine Menge Nicotin mit n 100 HCl titriert) bei der 
Titration des Nicotins nicht stért, fiihrte ich folgende Untersuchungen 
durch. 

Es wurden zu einer eine genau bekannte Menge reines Nicotin und 
halb soviel Pyridin enthaltenden, mit Schwefelsiure angesduerten 
Lésung (das Volumen der Lésung war ungefihr 20 ccm) 2 bis 3 ccm 
10°. ige Silicowolframséurelésung hinzugegeben und der entstandene 
Niederschlag nach vier- bis fiinfstiindigem Stehen auf quantitativem 
Filtrierpapier oder Wattebausch (Winklerscher Kelchtrichter) ab- 
filtriert. Der Niederschlag wurde mit 1°,iger HCl ausgewaschen, 
unter den Trichter ein Reagenzglas gestellt und zum Niederschlag 
tropfenweise 2 bis 3ccm 5° ige Natronlauge gegeben: nach einigen 
Minuten wurde das Filtrierpapier mit einem spitzen, diinnen Glasstab 
durchléchert und das Filtrierpapier mit einigen Kubikzentimetern 
gesittigter NaCl-Lésung gut ausgewaschen. Die in dem Reagenz- 
glas aufgefangene Loésung wurde in den Parnas-Wagnerschen (6) 
Destillationsapparat iibertragen, mit Wasserdampf etwa 60 ccm Fliissig- 
keit in einem einige Kubikzentimeter Wasser enthaltenden 100-ccm- 
Erlenmeyer-Kolben abdestilliert und das Destillat nach Zugabe von 
1 Tropfen alkoholischer Methylrotlésung (es wurde die gesattigte 
alkoholische Lésung des Methylrots gebraucht) mit n/100 HCI titriert 
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ecm n/1l00 HCl = 1,62 mg Nicotin). Die gewonnenen Resultate 
ud in Tabelle | zusammengefabt. 


Tabe Jl 7. 





Nicotingehalt dei 


: : Verbrauchte Gefundenes Differenz 
pyridinhaltigen reinen n/100 HCI Nicotin Nicotin 
Nicotinlésung 
mg ecm my my 
0.89 0.55 0.89 0 
1,30 0,82 1,32 + 0,02 
2,11 1,35 2,19 + 0,08 
3.01 1,80 2,92 — 0,09 
3,20 1.95 3,16 0.04 
4,00 2,50 4,05 + 0,05 


Die in der Tabelle I mitgeteilten Daten beweisen, das eine kleine 
Menge Nicotin mit den beschriebenen Verfahren auch in Gegenwart 
von Pyridin mit der gewiinschten Genauigkeit bestimmt werden kann, 

Ich habe auch Untersuchungen durchgefiihrt, wo ich ‘zu einer von 
Nicotin und Pyridin befreiten Rauchl6sung (etwa 20 cem)! eine bekannte 
Menge Nicotin und etwa halb soviel Pyridin hinzugab: mit dem be- 
schriebenen Verfahren habe ich das Nicotin in der Rauchlésung be- 
stimmt. Dabei muB ich bemerken, da das Nicotin sich viel rascher aus 
der Rauchlésung mit Silicowolframsaiure vollkommen abscheidet als 
im Falle reiner Nicotinlésung. Wahrend bei einer reinen Nicotinlésung 
der Silicowolframsiure-Nicotinniederschlag nur nach vier- bis fiinf- 
stiindigem Stehen abfiltriert werden kann, ist der Niederschlag bei der 
Rauchlésung schon nach 30 Minuten filtrierbar. Laut der in Tabelle I 
mitgeteilten Resultate ist die mitgeteilte Methode auch zur Bestimmung 
der in der Rauchlésung vorhandenen kleinen Menge Nicotin geeignet. 


Tabelle Il. 





Nicotingehalt der 


can Verbrauchte Gefundenes Differenz 
Saltese n 100 HCl Nicotin Nicotin 
fauchlisung 
mg cem mg mg 
0.70 0.45 0.73 + 0,03 
1,40 0,92 1,49 + 0,09 
2,10 1,30 2,11 + O01 
2,89 1,76 2,85 + 0.05 
3,50 2.15 3.48 0.02 


' Eine solche Rauchlésung wurde gewonnen, indem durch H,SO,- 


Lésung Zigarettenrauch gesaugt, das Nicotin und Pyridin aus der ge- 
wonnenen Rauchlésung mit Lauge abdestilliert und die im Kolben zuriick- 
gebliebene mit Schwefelséure angesdiuerte RauchlOsung zum obigen Versuch 


verwendet wurde. 
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Auf Grund obiger Versuche geschieht die Bestimmung des Nicot 
im Rauche einer Zigarette so, daB der Zigarettenrauch nach Larta w 


Toole durch mit Schwefelsiure getrinkte Glaswolle gesaugt wird; « 


Glaswolle wird nach dem Verbrennen der Zigarette mit heibem Alkoh: 
dann mit warmem Wasser ausgewaschen und das Nicotin in der g 
wonnenen Rauchlésung (etwa 20 cem) auf die schon bekanntgegebe: 
Weise bestimint. 

Dieses Verfahren hat, abgesehen davon, dali} mit demselben das 
Nicotin schon im Rauche einer Zigarette bestimmt werden kann, auc! 
noch den Vorteil, daB hier nur einmal destilliert werden muB, wahrend 
das Barta- und Toolesche Verfahren mit zwei Destillationen arbeitet 
Meine Methode ist natiirlich auch zur Bestimmung gréBerer Rauch 
nicotinmengen als 4 mg geeignet, und wie aus Tabelle ILI ersichtlich 
ist, ergibt meine Methode mit dem Barta- und Tooleschen Vertahren 
gut iibereinstimmende Resultate. Diese Untersuchungen wurden so 
durchgefiihrt, daB zwei gleiche Teile derselben Rauchlésung (je 20 cem) 
zur Bestimmung gebraucht werden. 


Tabelle Ill. 





Nicotin in Rauchlésungen mg 


nach Barta und Toole nach meiner Methode 
bestimmt bestimmt 


6,51 6,60 
8.66 8,71 
10,85 11,03 


Zusammenfassung. 

Mit der geschilderten Mikromethode laiBt sich das Nicotin im Rauche 
schon einer Zigarette sehr einfach, schnell und genau bestimmen. Der 
Zigarettenrauch wird nach Barta und Toole durch mit verdiinnter 
Schwefelsiure getrinkte Glaswolle gesaugt. Aus der nach Auswaschen 
der Glaswolle gewonnenen sauren Rauchlésung wird das Nicotin mit 
Silicowolframsaure gefallt, der mit Lauge behandelte Niederschlag im 
Wasserdampfstrom destilliert und das iibergegangene Nicotin mit 
n/100 HCl (Indikator Methylrot) titriert. Das im Rauch vorhandene 
Pyridin stért die Bestimmung des Nicotins nicht. 


Literatur. 
1) L. Nagyu. L. Barta, Magyar Dohanyujsag Nr. 8, 1931 (ungarisch). 
2) B. Pfyl u. O. Schmitt, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 54, 60, 1927. 
3) K. B. Lehmann, Arch. f. Hyg. 68, 321, 1908. 4) L. Barta u. E. Toole, 
Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 682, 1931. 5) A. Heiduschka u. F. Muth, 
Pharm. Zentralhalle 68, 353, 1927. 6) F. Pregl, Die quantitative organische 
Mikroanalyse, 8. 123. Berlin 1930. 
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Eine Notiz zur kolorimetrischen Sulfatbestimmung 


in biologischen Fliissigkeiten. 
Von 
Sergius Morgulis und Martha G. Hemphill. 


Aus dem Biochemischen Laboratorium des University of Nebraska College 
of Medicine, Omaha, USA.) 


(Eingegangen am 24. April 1932.) 


In einer Mitteilung, die vor einiger Zeit in dieser Zeitschrift! er- 
schien, wurde eine Mikromethode zur Bestimmung von Sulfaten im 
Urin beschrieben, die auf der wohlbekannten Farbenreaktion von 
Chromsaure mit Diphenylsemicarbazid beruht. Wenn die Sulfationen 
durch BaCrO, niedergeschlagen werden, wird eine aquivalente Menge 
Chromsaure frei. Wir haben eine ahnliche Methode fiir die Mikro- 
bestimmung der Sulfate in biologischen Fliissigkeiten ausgearbeitet 
und benutzen BaCrQO, als Failungsreagens, nur bestimmen wir die 
frei gemachte Chromsaure jodometrisch durch Titration mit Thiosulfat 
nach Zugabe von KJ und H,SQ,. Bei dieser Methode sind die Analysen 
sehr schnell durchfiihrbar, und die Resultate sind zuverlassig, auch bei 
sehr kleinen Sulfatmengen. Wenn auch unsere Methode mit derjenigen 
von Lang prinzipiell iibereinstimmt, so sind wir doch auf Grund unserer 
Erfahrungen tiberzeugt, daB die Langsche Technik in ihrer Anwendung 
auf biologisches Material irrtiimliche und unzuverlassige Daten liefert. 

Erstens mu8 darauf aufmerksam gemacht werden, da Phosphate 
ebenso wie Sulfate mit dem BaCrO, reagieren, und Ba,(PO,), mit dem 
iiberschiissigen BaCrQO, entfernt wird, wenn man die Lésung alkalisiert. 
Wenn es sich einfach um reine Lésungen von Sulfaten handelt, so 
wird natiirlich die Farbenintensitét der Sulfatmenge entsprechen. 
Anders aber, wenn die Reaktion in einer Mischung von Sulfaten und 
Phosphaten vorgenommen wird; in diesem Falle werden die Sulfatwerte 
zu hoch ausfallen. Anscheinend hat Lang in seiner Methodik fiir die 
Sulfatbestimmung im Urin diese wichtige Fehlerquelle tibersehen. Bei 


1 K. Lang, diese Zeitschr. 213, 469 —474, 1929. 


26* 


) 





410 S. Morgulis u. M. G. Hemphill: 


unserer Methode werden dagegen die Phosphate zuerst entfernt dur: 
Vorbehandlung mit Ca(OH),. Selbstverstandlich muB man die Phosphat 
auch dann entfernen, wenn man den Gesamtschwefel in der verascht: 
Substanz bestimmen will. 

Die zweite Fehlerquelle der Sulfatbestimmung in _biologische: 
Flissigkeiten besteht darin, daB die Chromsiure mit einigen redu 
zierenden Substanzen, insbesondere mit Harnsdure, reagieren kan) 
und man infolgedessen niedrigere Werte erhalt, als der Reaktion mit 
dem Sulfat entspricht. Ebenso wie die Phosphate verfalschen di: 
reduzierenden Substanzen, nur in entgegengesetzter Richtung, dix 
Sulfatwerte, die nach der frei gemachten Chromsiuremenge bestimmt 
werden. Bei der Methodik, die wir ausgearbeitet haben, werden der- 
artige Substanzen durch vorherige milde Oxydation mit Perhydro! 
und FeCl, zerstért, und dieses Verfahren ist in unserer Arbeit! ausfiihrlich 
beschrieben. Es folgt aus diesen Betrachtungen, daB die Langsche 
Methode fiir Sulfatbestimmung in biologischen Fliissigkeiten unbrauch- 
bar ist und daB die Langschen Werte nur deshalb gut ausfielen, weil 
sich die gegenseitigen Fehler gerade kompensierten. 

Bei der Kritik der Sulfatbestimmung nach Lang wollen wir uns 
jedoch nicht nur auf theoretische Betrachtungen beschranken, sondern 
auch experimentelle Beweise erbringen. Soll man die Sulfatbestimmung 
im Urin nicht an 1 cem nach Langs Vorschrift, sondern an verschieden 
groBen Mengen vornehmen, so stellt sich sofort heraus, daB keine 
Proportionalitat zwischen den gefundenen Sulfatmengen besteht. Man 
findet vielmehr, daB, je kleiner die verwendete Urinmenge ist, desto 
gréBer die gefundene Sulfatmenge ist, wie man aus einem typischen 
Experiment ersehen kann. 








Urinmenge Anorganisches Sulfat Differenz 


. cem mg in 100 ecm O/y 
1,0 82 —_ 
0,75 89 + 85 
0,50 106 + 29,5 
0,25 128 + 56,0 
0,125 130 | + 58,5 
0,10 139 + 69,5 


Mit anderen Worten, wenn man mit verschiedenen Mengen desselben 
Urins die Sulfatbestimmung nach Langs Methode durchfiihrt, so kann 
der Sulfatgehalt sogar um 70°, abweichen. 

Wir haben ferner versucht, die Genauigkeit des Langschen Ver- 
fahrens zu beurteilen, indem wir die Resultate nach seiner Methode 


1 S. Morgulis u. M. Hemphill, J. of biol. Chem. 96, 753, 1932. 
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\it denjenigen nach unserer Methode und nach der makro-gravi- 
netrischen Methode verglichen, die gleichzeitig am selben Urin ge- 
‘unden wurden. Fiir unsere Bestimmung des Sulfats nach der aquivalent 
frei gemachten Chromsaure wurde Urin verwendet, der vorher nach 
inserem Verfahren von Phosphaten und stérenden Substanzen befreit 
wurde. Die makrogewichtsanalytischen Ergebnisse wurden als Basis 
fir den Vergleich genommen. 


mg 8 (anorganisches Sulfat) in 100cem Urin. 





Se |. ee Ditterenz gfe, | —_Diterenz 
32,4 34,0 + 5 + 0,2 
30,6 34,4 + 12,5 —1.5 
35,5 36,1 + 1,7 —1,4 
26,0 28,9 + 11,1 — 0,5 
38,2 42.3 + 10,7 + 0,2 





Der Sulfatgehalt des Urins wird also nach der Langschen Be- 
stimmungsmethode um 1,7 bis 12,5°,, oder 8,2°, im Durchschnitt, zu 
hoch gefunden. Bei unserer Bestimmung dagegen weichen die Ergebnisse 
im Durchschnitt nur 0,6°%, von den gravimetrischen Methode ab. 





Die Pollenkeimung und chemische Reizwirkungen 
im Zusammenhange mit der Mikrochemie des Kornes. 


Von 
Anneliese Niethammer. 


(Aus der Lehrkanzel fiir Botanik, Warenkunde und technische Mikroskopi: 
der deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1932.) 


I, Problemstellung und Ziel der Arbeit. 


Dem Studium der verschiedensten chemischen Reizwirkungen, 
sowohl im Pflanzen- als auch im Tierreiche kommt in den letzten Jahren 
eine stets wachsende Bedeutung zu. Wir selbst haben in dieser Zeit- 
schrift wiederholt iiber Reizwirkungen oder, wie wir heute mit Bortels 
sagen kénnen, biokatalytische Vorginge berichtet. Wir zogen sowoh! 
das Erwecken ruhender Knospen, wie das Wachstum verschiedener 
Pilze, als auch die Samenkeimung in den Untersuchungsbereich. Im 
besonderen suchten wir immer nach iibereinstimmenden Fallen von 
Reizwirkungen an héheren und niederen Pflanzen, wie verschiedenen 
Teilen der Pflanze. Ganz besonders fesselte uns die Samenkeimung 
und die Méglichkeit einer Beeinflussung derselben. Hier bediirfen vor 
allem die Samen, welche ahnlich wie die Winterknospen in tiefer Ruhe 
verharren, einer naheren Bearbeitung. Es ist nun interessant, daB es 
im allgemeinen vollkommen unméglich ist, diese Typen durch chemische 
Reizwirkungen aus der Ruhe zu wecken. Es macht den Eindruck, 
daB bei diesen Samen bzw. Friichten die Grundlagen fiir Reizwirkungen 
doch andere sind als bei den ruhenden Knospen und wir wahrscheinlich 
mit der Auffassung brechen miissen, daB wir iibereinstimmende Vor- 
ginge haben. Ein Material, das auch eine groBe Ahnlichkeit mit dem 
ruhenden Samen hat, sind die Pollenkérner vieler Pflanzen. Viele 
Pollen sind im Experiment, d. h. von der Pflanze losgelést, iiberhaupt 
nicht oder nur sehr schwer zum Keimen zu bringen. Bei Samenkérnern 


1 4A. Niethammer, diese Zeitschr. 184, 370, 1927; 197, 241, 245, 1928: 
199, 175, 1928; 209, 263, 1929. 
2 H. Bortels, Angew. Bot. 11, 285, 1920. 
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ummelten wir nun die Erfahrung, daB ein Material, welches wenigstens 

zu einem geringen Prozentsatz auskeimt, sehr leicht chemische Reiz- 
wirkungen erleidet. Im AnschluB an diese Betrachtungen interessierte 
es uns, einmal den EinfluB der verschiedensten an Samen und auch 
an Winterknospen benutzten Reizstoffe auf die Pollenkeimung zu 
prifen. Pollenkérner stellen schon an und fiir sich fiir das Studium 
chemischer Reizwirkungen ein giinstiges Objekt dar, da wir in einem 
sehr kleinen Raume die ganzen mannlichen Anlagen fiir die neu heran- 
wachsende Pflanze beisammen haben. In friiheren Arbeiten waren wir 
stets bestrebt, zwischen den sich auBerlich darbietenden Reizerfolgen 
und den chemischen Vorgaingen in der Pflanze selbst eine Briicke zu 
schlagen. Natiirlich mu8 man zunachst etwas iiber den Chemismus 
und die biochemischen Vorgange in der Pflanze ohne Reizstoffzusatz 
wissen. Dieser Erwagung folgend wollen wir die chemische Zusammen- 
setzung des Pollenkornes etwas beriicksichtigen. Bei der Kleinheit 
des Versuchsmaterials und den geringen Mengen, welche uns zur Ver- 
figung standen, war die Auswahl der mikrochemischen Versuchs- 
methodik selbstverstaindlich. Vor allem interessierte uns der Zucker- 
gehalt des Kornes und im Zusammenhang damit das Auftreten oder 
Fehlen der Starke. Die organischen Saiuren und die Aschenstoffe waren 
im Hinblick auf die Studien an Friichten und Samen einer Untersuchung 
wert. Einige Aufmerksamkeit schenkten wir auch den Hiillsubstanzen 
des Kornes, da es uns interessierte, ob diese einen festen AbschluB 
des Kornes nach auBen bedingen oder nicht. Auch hier liegt wieder ein 
Vergleich mit dem Samenmaterial nahe. Uber die Pollenkeimung 
und die Moglichkeit einer Beeinflussung derselben durch chemische 
Reize liegen natiirlich zahlreiche Arbeiten vor, und wir verweisen hier 
auf die zusammenhangenden Studien von Branscheidt!. Unter- 
suchungen, welche sich mit allgemein bekannten Reizwirkungen, im 
Zusammenhang mit anderen physiologischen Prozessen und vor allem 
chemischen Fragen beschaftigen, stehen noch aus. 


Il. Methodik und Grundlagen der Versuchsanordnung. 


Es werden durchweg Objekttragerkulturen verwendet und die Pollen- 
kérner im haingenden Tropfen zur Keimung gebracht. Die Trager selbst 
kamen in eine feuchte Kammer. Die Temperatur betrug etwa 20°. Als 
Keimmedium dienen stets 5°,,ige Lésungen von Trauben-, Rohr- und Milch- 
zucker. Es gelangten durchweg nur Originalpraparate zur Anwendung 
Der Reizstoff wird stes der Zuckerlésung zugesetzt, und zwar in einer Ver 
diinnung von 0,0001°,. Fiir die Auswahl der einzelnen Reizstoffe waren 
verschiedene Gesichstpunkte maBgebend. Zunachst wurden, wie bereits 
erwahnt, solche angewendet, welche bei der Samenkeimung von Bedeutung 
sind, und dann auch Verbindungen, die heute allgemein als Reizstoffe an- 


1 P. Branscheidt, Planta 11, 366, 1931. 
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gesprochen werden, wie ein Mangansalz und Jodkalium. Weiter ward: 
einige Schwermetallverbindungen bevorzugt, da ihnen heute praktisch b«i 
der Bekampfung der verschiedenen Schadlinge der Baume und Straucl 
Bedeutung zukemmt. Die Versuche werden iiber etwa 60 Stunden aus 
gedehnt, nach dieser Zeit lassen wir den abschlieBenden Bericht folge: 
Wir bringen das Verzeichnis der Reizstoffe. 


Rhodankalium Jodkalium Zinksulfat Manganosulfat 

Bleiacetat Bleichlorid Kupfersulfat Kobaltosulfat 

Arsenige Saure Uranylacetat Saponium crudum Digitonin 

Morphin Atropin Thyreoidea Apfelsaure 
Pepton 


Einige Worte sind noch iiber die histochemische Versuchsmethodik zi 
verlieren. Auf das Vorhandensein von Zucker priiften wir unter Benutzury 
der Probe von Flickiger! und des Osazonnachweises nach den Angaben von 
Molisch?. Flickiger zeigt in der Kalte Fructose und in der Warme Glucose 
an. Rohrzucker gibt keine Reaktion. Die Osazonprobe zeigt alle drei Zucke: 
an, Saccharose erst nach langerem Erwarmen. Diese beiden Proben kann 
man mit sehr geringen Mengen auf dem Objekttrager ausfiihren. Auf das 
Vorhandensein von Starke wird mit Jodjodkalium gepriift. Die Anwesenheit 
von Fetten zeigt die Rotfarbung mit Sudan III] an. Bei den Hiillsubstanzen 
interessierte uns vir allem das Vorhandensein von Kork- oder Kutikular- 
lamellen, ahnlich wie bei den Friichten und Samen. Korksubstanzen sind 
durch ihre Unléslichkeit in Chromsaure gekennzeichnet. Das Vorhandensein 
von Cellulose erkennt man an der Blaufaérbung mit Jodjodkalium und 
Schwefelsiure. Auf die Aschenelemente priifen wir nach Behrens-Kley® im 
Gewebe und in der Asche. Kalium wird mit der Tripelnitritreaktion, Phos- 
phor als Phosphorammonmolybdat, Natrium als Natriumuranylacetat, Kalk 
als Gips, Eisen mit der Berlinerblauprobe und Magnesium als Magnesium 
ammonphosphat erkannt. Fiir die Bestimmung geringer Mengen organischer 
Sauren hat Klein‘ ein sehr gutes Verfahren der Bestimmung ausgearbeitet, 
welches in der Sublimation im luftverdiinnten Raum besteht. 


Ill. Bericht tiber die Versuche. 
A. Keimversuche. 
Gar nicht oder schwer keimendes Material. 


Acer pseudoplatanicus (Ahorn). Es wird Material benutzt, welches ganz 
frisch vom Baume stammt. Es traten weder auf Rohr- noch auf Trauben- 
oder Milchzucker Keimungen auf. Keiner der vielen Reizstoffe, welche vorhin 
aufgezadhit wurden, vermag die ikeimung auszulésen. Das Material war voll- 
standig reif und konnte auch durch ein Lagern im Zimmer nicht zu er- 
héhten Keimungen angeregt werden. 

Eryssimum crepedifolium (Wasserhederich). Mit frischem Material 
erzielt man keine Keimungen; auch der Zusatz von Reizstoffen hilft nichts. 
LaBt man die Korner etwa 40 Stunden im Zimmer auf Papier trocknen 
und in guter Luft lagern, so erzielt man auf allen drei Medien 10 bis 15°, 


1 Fliickiger, siehe in O. Tunmann, Pflanzenmikrochemie, Berlin 1913. 
2 H. Molisch, Mikrochemie der Pflanze, Jena 1921. 

8 Behrens-Kley, Mikrochemische Analyse, Leipzig 1921. 

4G. Klein, Praktikum der Histochemie, Wien u. Berlin 1929. 
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Keimungen. Die von uns benutzten Reizstoffe bedingen nun eine deutliche 
frhéhung der Keimkraft, und zwar ungefahr um das Doppelte. Nur die 
Apfelsaéure bleibt ohne EinfluB. Thyreoide a bedingt sogar 40°, Ke imunge n. 


Narcissus poeticus (Narzissen). Frisches Material weist keine einzige 
Keimung auf. Die Reizstoffe bleiben ohne EinfluB. Nach 24 Stunden 
keimen etwa 5°, der Korner. Eine Erhohung der Feimkraft auf das Doppelte 
hbedingen jetzt Thyreoidea, Bleiacetat und Manganosulfat. Die anderen 
Verbindungen iiben keinen EinfluB aus. 


Taraxacum officinale (L6wenzahn). Hier sind weder bei frischem, 
noch bei gelagertem Material Keimungen zu erzielen. Thyreoidea ldst 
10°, Keimungen aus. Die anderen Stoffe sind ohne EinfluB. 


Quercus sessilifloris (Eiche). Ohne Reizstoffzusatz keimen nur einzelne 
Korner. Ein Lagern bringt keine Anderung. Von den zugefiihrten Reiz 
stoffen lést Manganosulfat 25°, Keimungen, Uranylacetat 15°,,, Thyreoidea 
10 bis 15°,, Keimungen aus. Alle anderen Stoffe bleiben ohne EinfluS. 


Ranunculus acer (HahnenfuB). Es sind keinerlei Keimungen zu er- 
zielen. Reizstoffe bringen keinen Erfolg. 

Populus nigra (Pappel). Unbehandelt treten in frischem Zustande 
5 bis 10°,, Keimungen auf. Bereits nach | Tag Lagerzeit geht die Keim- 
kraft zuriick. Eine starke Reizwirkung entfaltet hier nur Digitonin, welches 
etwa 25°, Keimungen gestattet. 15°, Keimungen bedingen die beiden 
Bleiverbindungen, Jodjodkalium, Rhodankalium, Manganosulfat, Atropin 
und Thyreoidea. Die anderen Agenzien zeigen keine Anderung des Keim- 
verhaltens. 

Forsythia suspensa (Forsythie). Es erfolgen nur vereinzelte Kei- 
mungen. Thyreoidea lost einen ganz energischen EinfluB aus und bedingt 
28°, Keimungen. Die anderen zugefiigten Substanzen sind ohne Ein- 
wirkung. 

Aesculus hippocastanum (Kastanie). Unmittelbar nach der Loslésung 
des reifen und sehr gut staubenden Pollen erhalt man 5°, Keimungen. 
Unter diesen Verhdltnissen bedingt nur Thyreoidea eine starke Reizwirkung 
und lést 15°, Keimungen aus. Nach einem dreitagigen Lagern erzielt man 
15°, Keimungen; Reizwirkungen beobachtet man jetzt keine mehr. 


MittelmaBig und gut keimendes Material. 


Prunus cerasus (Kirsche). Wahlt man normal reifes Material, so erhalt 
man unter unseren Bedingungen etwa 20°,, Keimungen. Kupfersulfat setzt 
unter allen Bedingungen, auch in 0,00001°,igen Stufen noch das Keim- 
prozent herab. Eine deutlich stimulierende Wirkung entfalten Jodkalium, 
Manganosulfat, Atropin und Thyreoidea. Die anderen Verbindungen sind 
wirkungslos. Benutzt man Pollen, welcher noch nicht véllig ausgereift ist, 
so unterbleiben die Keimungen. Manganosulfat und Thyreoidea sind jetzt 
tatsdchlich ketmungsauslésend. 0,0001 © ,ige Kupfersulfatlésungen erméglichen 
einzelne Keimungen. Benutzt man ein Versuchsmaterial, welches bereits 
1 Tag im Zimmer gelegen hat, so erzielt man 25°,, Keimungen. Jetzt ver- 
mégen nur Jodkalium, Rhodankalium und Thyreoidea eine Reizwirkung 
zu entfalten, alle anderen Verbindungen bleiben ohne EinfluB. Diese 
Beispiele sollen geniigen, um zu zeigen, wie wechselvoll selbst bei dem 
Material eines Baumes, je nach dem Alter des Versuchsobjektes, die Grund- 
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lagen fiir chemische Reizwirkungen sind. Es ist hervorzuheben, daB hi. 
tatsaichlich stets der Pollen von ein und demselben Baum benutzt wurd: 

Pirus malus (Apfel). Die Keimprozente bei den von uns gepriifte) 
Sorten schwanken stark. Potonié: 60°, Zar Alexander: 80°,,, Salavi: 40 
und endlich Heinrichs Reinette: 10°. Bei den gut keimenden Sorte) 
bleibt der Reizstoffzusatz ohne Einflu8, allerdings tritt auch keine Schadiguny 
ein. Betrachtet man die schlecht keimenden Proben, so failt auf, daB di. 
Reizstoffe durchweg, ohne Spezifitat, eine Verdoppelung der Keimprozent: 
bedingen; der Zusatz von Apfelsiure lést sogar die dreifache Menge a: 
Keimungen aus. Lagert man das Pollenmaterial | Tag im Laboratorium, 
so wird die Keimkraft nahezu vdllig vernichtet. Die Reizstoffe erméglichen 
allgemein 10°,, Keimungen. Man erkennt abermals, daB die Reizwirkungen 
sich nicht in demselben Sinne auswirken. 

Pirus domestica (Birne). Das durchschnittliche Keimprozent unsere: 
Proben betragt 20. Hier entfalten alle Reizstoffe, das Kupfersulfat aus 
genommen, einen stimulierenden EinfluB. Am kraftigsten ist die Reiz 
wirkung bei dem Uranylacetat, da es 35°, Keimungen gestattet, Thyreoidea 
erméglicht 30°,,.. Die anderen lassen 25°,, Keimungen zu. Nach eintagigem 
Lagern geht die Keimkraft vollkommen verloren. Unter diesen Verhailt 
nissen erzielt man sehr deutliche Reizwirkungen. Thyreoidea bedingt 30°, 
Uranylacetat 28°,, Manganosulfat 25°,, Zink- und Kupfersulfat 10°, und 
endlich Rhodankalium 5°, Keimungen. Man sieht abermals, daB die 
Reizwirkungen sich in sehr verschiedener Weise geltend machen. 

Ribes aureum (Johannisbeere). Es treten 15 bis 20°, Keimungen auf. 
Die Reizwirkungen sind recht deutlich. Manganosulfat, Zinksulfat und 
Thyreoidea lassen 40°,, Keimungen zu. Die anderen Zusatze erméglichen 
durchweg 30°, Keimungen. Irgendeine Spezifitat der Reizwirkung ist 
nicht zu fassen. Nach 2 Tagen biiBt das Material seine Keimfahigkeit voll- 
standig ein. Alle Reizstoffe lassen unter diesen Bedingungen noch 5 bis 10° 
Keimungen zu. 

Robinca pseudacacia (Scheinakazie). Ohne Zusatz sind etwa 30°, 
Keimungen méglich. Hier sind die Wirkungen der Reizstoffe sehr betracht- 
lich. Die beiden Bleiverbindungen und das Kupfersulfat verdoppeln das 
Keimprozent. Die anderen Verbindungen sind ohne EinfluB8. Ein Schaden 
ist in keinem Falle zu beobachten. 


Salix caprea (Weide). Der Pollen keimt 30°,ig aus. Von den zu- 
gefiigten Reizstoffen entfalten nur Thyreoidea und Digitonin einen giinstigen 
Einflu8B, indem sie eine Erhéhung des Keimprozentes auf das Doppelte 
erméglichen. Die Keimkraft des Pollens bleibt sehr lange erhalten, nach 
siebentagigem Lagern hat sie noch nicht gelitten. Nach 14 Tagen ist sie 
erst erheblich zuriickgegangen und kann durch alle Reizstoffe von 10 auf 
25 bis 30°, erhéht werden. 


B. Histochemische Untersuchungen. 


Gar nicht oder schwer keimendes Material. 


Acer pseudoplatanicus (Ahorn). Zucker ist iiberhaupt keiner faBbar. Es 
verlauft sowohl die Probe nach Flickiger als auch der Osazonnachweis negativ. 
Zur Kontrolle wird noch mit «-Naphthol und Schwefelséure gepriift, es 
handelt sich dabei um eine Probe, welche ganz allgemein Kohlenhydrate 
anzeigt. Auch dieser Nachweis zeigt ein negatives Ergebnis. Jodkalium 








farbt 
nisel 
nicht 
fallt 
Jodl 
aus. 


farbt 


Mate 
hanc 
kali 
faBb 
auch 
saur 
farb' 


zume 
Stal 
in di 
saul 
tritt 


Jod 
wels 
sche 
Jod 


Jod 
kan 
ziel 
Sch 


han 
Asc 
Chr 
blei 


zeig 
Asc 
Bei 
seh 
geb 
bed 
Suc 


ist 
fall 
kal 


rin 








rite 


hh, 
len 


ren 


ul 

nd 
en 
ist 
rl 





Pollenkeimung und chemische Reizwirkungen usw. 417 


farbt blau, dieser Umstand zeigt das Vorhandensein von Starke an. Orga- 
nische Séuren, wie Oxal-, Bernstein-, Apfel-, Citronen- und Weinsaure, sind 
nicht faBbar. Im Gewebe ist kein Aschenstoff nachweisbar, in der Asche 
fallt eine geringe Menge Kalium auf. Chromsiure lést das Korn rasch auf, 
Jodkalium und Schwefelséure lésen eine Blaufarbung der Membranpartien 
aus. Dies ist ein Beweis fiir das Vorhandensein von Cellulose. Sudan 
farbt nie. 

Eryssimum crepedifolium (Wasserhederich). Bringt man _ frisches 
Material zur Untersuchung, so fallt auf, da8 iiberhaupt kein Zucker vor- 
handen ist. Gelagertes Material fiihrt geringe Mengen an Zucker. Jod- 
kalium bedingt eine schwache Reaktion. Organische Séuren sind nicht 
faBbar. Im Gewebe ist Phosphor nachweisbar, in der Asche findet man 
auch Natrium. Chromsaure greift sehr rasch an, Jodkalium und Schwefel- 
siure lésen unter starker Quellung eine intensive Blaufaérbung aus. Sudan 
farbt hellrosa. 

Narcissus poeticus (Narzisse). Zucker ist hier auch wieder erst mit 
zunehmender Reife zu fassen. Jodkalium zeigt eine geringe Menge von 
Starke an. Organische Saéuren fehlen. Im Gewebe erkennt man Kalium, 
in der Asche fallen reichliche Mengen von Phosphor und Kalium auf. Chrom- 
siiure lést rasch und vollstandig auf. Durch Jodkalium und Schwefelsaéure 
tritt hier keine Farbung ein. 

Taraxacum officinale. Die Proben auf Zucker verlaufen stets negativ. 
Jodkalium zeigt eine deutliche Menge an Starke an. Séuren sind keine nach- 
weisbar, desgleichen sind keine Aschenstoffe faBbar, da ihre Menge wahr- 
scheinlich zu gering ist. Chromsaéure bedingt eine rasche Lésung der Korner, 
Jodkalium und Schwefelsaiure farben nicht. Sudan tént gelblich. 

Quercus sesilifloris (Eiche). Zucker ist iiberhaupt keiner nachweisbar. 
Jodkalium zeigt keine Starke an. Saéuren sind nicht zu beobachten; Kalium 
kann in geringer Menge in der Asche nachgewiesen werden. Chromséure 
zieht das Korn zusammen, bedingt aber keine Lésung. Jodkalium und 
Schwefelséure bleiben ohne Einflu8B. Sudan farbt hellgelb. 


Ranunculus acer (HahnenfuB). Es ist kein nachweisbarer Zucker vor- 
handen. Deutliche Reaktion auf Starke. Organische Saéuren fehlen; von 
Aschenelementen ist Kalium. aber nur in organischer Bindung, faBbar. 
Chromsaéure lést rasch und vollstandig. Jodkalium und Schwefelséure 
bleiben ohne Einflu®. Sudan farbt hellrosa. 


Populus nigra (Pappel). Zucker ist nicht vorhanden. Jodkalium 
zeigt eine geringe Menge an Starke an. Sauren sind nicht faSbar, von 
Aschenelementen ist Kalium reichlich in organischer Bindung vorhanden. 
Bei der Sublimation gewinnt man bei etwa 280° auf dem Deckglaschen 
sehr feine Nadelchen, welche eine deutliche Fallung mit Brombromkalium 
geben und auf die Anwesenheit eines Glykosides hindeuten. Chromsaure 
bedingt das Austreten des Pollenschlauches; die Haut bleibt erhalten. 
Sudan farbt hellrosa. 

Forsythia suspensa (Forsythie). Zucker fehlt vollkommen. Starke 
ist desgleichen nicht vorhanden. Organische Saéuren fehlen. In der Asche 
fallen reichliche Mengen an Kalium auf. Chromsaure lést sehr rasch. Jod- 
kalium und Schwefelséure farben nicht. 

Aesculus hippocastanum (Kastanie). Zucker und Starke sind in ge- 
ringer Menge vorhanden. Mit zunehmender Lagerzeit geht der Starke- 
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gehalt zuriick und der Zuckernachweis wird intensiver. Kalium wd 
Phosphor sind hier in der Asche in erstaunlich groBer Menge vorhande; 
Organische Sauren fehlen. Die Sublimation bei hohen Temperaturen lief; 

wieder feine Nidelchen, die mit Brombromkalium eine Fiallung geben und 
auf die Anwesenheit eines Glykosides hindeuten. Chromsaure zieht das 
Korn zusammen, ohne es zu lésen. Jodkalium und Schwefelsaure bleiben 
ohne EinfluS. 














MittelmaBig und gut keimendes Material. 


Prunus cerasus (Kirsche). Bei gut ausgereiftem Material ist die Zucke: 
reaktion sehr kraftig. Handelt es sich um wenig reifes Material, so ist di: 
Reaktion. weitaus schwacher. Starke findet man nicht. Oxal- und Wein 
saure sind in deutlichen Menger vorhanden. Phosphor und Kalium kann 
man im Gewebe und in der Asche fassen. Chromsaure lést das Korn nicht 
sondern bewirkt ein Zusammenziehen desselben. Jodkalium und Schwefe! 
siure ténen nicht. Sudan farbt hellrot. 









Pirus malus (Apfel). Das Ausma8 der Reaktion auf Zucker geht hie: 
parallel mit der Keimkraft der Proben. Die sehr gut keimfihigen Proben 
weisen den stirksten Gehalt an Zucker auf. Starke ist nicht vorhanden. 
Oxal- und Weinséure sind in deutlichen Mengen nachweisbar. Auffallend 
viel Phosphor ist in anorganischer und organischer Bindung zugegen. 
Chromsaure und Jodkalium-Schwefelsiure wirken wie bei Prunus cerasus. 
Sudan tént gelbrot. 






Pirus domestica (Birne). Zucker ist in reichlicher Menge vorhanden, 
ebenso Oxal- und Apfelsiure. Starke fehlt. Sehr groB ist die Phosphor. 
menge, es handelt sich meist um organisch gebundenen. Chromséure und 
Jodkalium-Schwefelsiure bedingen wieder dieselben Vorginge wie bei den 
beiden vorigen Objekten. Sudan tént gelbrot. 

Ribes aureum (Johannisbeere). Die Zuckerreaktion ist bei frischem 
Material sehr stark und nimmt bei altem etwas ab. Starke fehlt. Oxal- 
und Weinséure sind in geringen Mengen vorhanden. Phosphor und Kalium 
sind in organischer Bindung nachweisbar. Chromséure und Jodkalium- 
Schwefelsiure wirken wie oben angegeben. 


Robinia pseudacia (Scheinakazie). Die Zuckerproben sind hier sehr 
kraftig und deuten auf einen reichlichen Gehalt hin. Starke fehlt. Wein- 
siure ist nachweisbar vorhanden. In der Asche fallen reichliche Mengen 
Phosphor und Kalium auf. Phosphor kann auch im Gewebe gefaBt werden. 
Chromsaure und Jodkalium-Schwefelsaéure zeigen wieder dasselbe Verhalten 
wie vorher. Sudan farbt rot. 


Salix caprea (Weide). Zucker ist vorhanden. Starke fehlt. Organische 
Sauren sind nicht faBbar. In der Asche kann man reichlich Kalium, Phosphor 
und Eisen nachweisen. Chromsaure bedingt eine Lésung des Korns. Unter- 
wirft man die Kérner bei héheren Temperaturen der Sublimation, so er- 
kennt man auf dem Deckglas kleine feine Nadeln, welche mit Brombrom- 
kalium eine Fallung geben und die auf ein Glykosid hindeuten. Sudan 
firbt rot. 


Zum Schlu8 wollen wir hier einige orientierende Studien an unter- 
schiedlichen Pollenkérnern einfiigen. Der Pollen von Lamium album enthalt 
deutliche Mengen an Magnesium und auBerdem Kalium und Phosphor. 
Desgleichen ist hier in Spuren Eisen zu finden. Der Pollen von Anthriscus 
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lvestris ist durch einen starken Phosphorgehalt ausgezeichnet, auBerdem 
fallt hier in der Asche Natrium auf. In reichlicher Menge sind bei beiden 
Proben Oxalsaure nachweisbar. An dem Pollen der Salbei fallt der starke 
Calciumgehalt auf. 


IV. Ergebnisse. 

Unsere Versuche weisen auf einige recht bemerkenswerte Tatsachen 
hin. Wie es nach den Angaben der Literatur bereits zu erwarten war, 
sind die Pollenkérner vieler Spezies in der Kultur gar nicht oder sehr 
schwer zur Keimung zu bringen. Die Verhdiltnisse sind tatsdchlich 
sehr Ghnlich wie bei den Samen. Bei Proben, welche iiberhaupt nicht 
keimen, vermégen im allgemeinen die Reizstoffe keinen EinfluB aus- 
zuiiben, also ganz analog wie bei den Samen. Nur Thyreoidea iibt einmal 
einen deutlichen Effekt aus; eine ganz schwache Reizwirkung lést 
auch einmal Kupfersulfat aus. Bessere Erfolge erzielt man _ bereits 
bei Proben, welche wenigstens einzelne Keimungen aufweisen, wir 
erkennen wieder eine Ubereinstimmung mit den Samen. Auch hier 
hangt die Reizwirkung oft mit dem Zustand der Nachreife oder auch 
Uberreife zusammen. Die starksten Reizwirkungen sind an mittelmaBig 
keimendem Material zu erzielen. Wir miissen hier wieder auf unsere 
Erfahrungen an den Samenkérnern hinweisen. Die Reizstoffe selbst 
erweisen sich nicht als spezifisch, die Wirkung zeigt sich ziemlich regellos. 
Auffallend ist der giinstige EinfluB, den die Thyreoidea, ein dem Tierreich 
entlehnter Stof/, entfaltet. Diese Substanz beeinfluBt auch die Samen- 
keimung und das Pilzwachstum im giinstigen Sinne. Mangansulfat, 
welchem als Reizstoff vielfach besondere Bedeutung zugesprochen wird, 
wirkt in vielen, aber lange nicht in allen Fallen giinstig. Die Schwer- 
metallverbindungen sind im allgemeinen sehr wenig schidlich. Aus 
diesem Umstand wird man bei der Bekaimpfung der Krankheiten 
unserer Obstbaume Nutzen ziehen kénnen. Hervorheben mu man, 
daB Digitonin gerade bei den Pollenkérnern oft giinstig wirkt, welche 
selbst ein Glykosid fiihren, oder wo bekannt ist, daB die Pflanze ein 
Glykosid enthalt. Der Pollen des Apfels wird durch Apfelsiure be- 
sonders giinstig beeinfluBt. 

Auch die histochemischen Studien, welche im AnschluB an die 
Keimversuche ausgefiihrt werden, zeigen interessante Ergebnisse. 
Der Zuckergehalt des Pollens steht in einem gewissen Zusammenhang 
mit seiner Keimkraft. Pollenkérner, die iiberhaupt keinen Zucker fiihren, 
sind gewdhnlich keimunfdhig. Dieses Ergebnis muB besonders hervor- 
gehoben werden, da man an Samen und Friichten ahnliche Erfahrungen 
gesammelt hat. Wir weisen auf die Untersuchungen von Scheibe! hin. 
Dort, wo Zucker fehlt, ist meistens Starke vorhanden. In einzelnen 


1 H. Scheibe u. W. Staffeld, Zeitschr. f. Landw. 6, 364, 1931. 
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Proben tritt wahrend des Lagerns eine Erhéhung des Zuckergehali. . 
ein, in einem Falle auch eine Verringerung, die mit dem Verlust < 
Keimkraft gepaart ist. Dem Lagern des Pollens kann in der Nat 
manchmal Bedeutung zukommen. Es ist leicht méglich, daB die Bi 
bei ihrem Fluge den Bliitenstaub erst nach einiger Zeit auf eine and 
Bliite iibertragt. 

Sudan bedingt in nahezu allen Fallen eine Farbung des Korn 
auffallend sind die durchaus verschiedenen Farbenténe. Ob den Asche) 
stoffen bei der Keimung in der Natur vielleicht manchmal als Ak: 
vatoren der Keimung eine Rolle zufallt, ist schwer zu entscheicd 
Der Gehalt an Aschenstoffen ist sehr wechselnd. Die gut keimfahige; 
Proben weisen im allgemeinen die gréBten Mengen an Aschenstoffen 
auf. Die Aschenanalyse des Pollens ist heute noch wenig bearbeitet 
und es sind hier die Studien von Elser und Ganzmiiller anzufiihre: 
Selbstverstandlich ist, daB wir bei den geringen Ausgangsmenge: 
welche uns zur Verfiigung standen, nur jene Elemente fassen konnter, 
welche verhaltnismaBig reichlich vorhanden sind. Wir faBten gewohnlic! 
Phosphor und Kalium, in seltenen Fiillen ist Eisen, Natrium und Mag 
nesium vorhanden. Den organischen Saéuren im Pollen kann leicht 
eine Bedeutung zukommen, und es wire denkbar, daB sie in der Natu 
bei der Keimung als Aktivatoren fungieren. Verschiedene organisch: 
Sauren werden auch als Aktivatoren der Keimung beschrieben. Di 
Spezies mit gutem Keimvermégen enthalten stets geringe Mengen an 
organischen Sauren. Die Versuche iiber die Hiillsubstanzen der Kérne: 
brachten kein wesentliches Ergebnsis. Kérner, deren Hiille absolut 
nicht gelést wird, kénnen stark gereizt werden, und umgekehrt solche. 
deren Hiillen rasch gelést werden, bleiben unbeeinfluBt. 


VY. Zusammenfassung. 


1. Es werden iibereinstimmende Faille der Reizwirkungen an 
Samen- und Pollenkérnern hervorgehoben. 

2. Orientierende Studien zeigen, daB zwischen Keimkraft und 
Chemismus des Kornes gewisse Zusammenhiange bestehen. 

3. Die Aschenelemente und organischen Saéuren im Pollen werden 
studiert. 


1 BE. Elser u. I. Ganzmiiller, Zeitschr. f. phys. Chem. 194, 21, 1931. 
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Fortgesetzte Untersuchungen iiber den Einflub 
des Thymocrescins auf das Wachstum. 


Von 
Viktor W. Nowinski. 
\us dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 10. Mai 1932.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer vorausgehenden Arbeit hatte ich mich! eines Thymo- 
crescinpraparates bedient, welches auf folgende Weise hergestellt 
worden war. Die Thymus wurde zuerst mit Aceton, sodann mit Ather 
extrahiert. Der Riickstand wurde mit Wasser extrahiert. Im wisserigen 
Extrakt wurde enteiweiBt und das enteiweibte Filtrat zur Trockne 
gebracht. Diese Trockensubstanz wurde zu meinen Versuchen benutzt. 


In einer nachfolgenden Arbeit von Stotzer? wurde die Thymo- 
crescinreinigung etwas weiter getrieben, indem die EnteiweiBung bis 
zur Entfernung der letzten Spuren durch ein Verfahren der Filtration 
durch ‘Tonfilter gebracht und das nun enteiweifte Filtrat mit 
95°,igem Alkohol gefillt wurde. Dieser Niederschlag diente zu den 
Versuchen von Stotzer. Seitdem hat sich in Versuchen, welche die Gesell- 
schaft fiir Chemische Industrie angestellt hat, ergeben, da man noch 
ein zweites Mal den Thymusriickstand extrahieren und mit Alkohol fallen 
kann. Auf diese Weise gelangte ich in den Besitz von zwei Alkohol- 
fraktionen, die ich als Fraktion I und Fraktion II bezeichnen will. 
Meine Aufgabe bestand darin, den Wert dieser beider. Fraktionen auf 
das Wachstum zu priifen. 

Die Versuche wurden in der bisher tiblichen Weise angestellt. Jugend- 
liche Ratten wurden mit einer knapp geniigenden, aber keinesfalls tiber- 
wertigen Nahrung, gefiittert und wurden taglich mit den beiden Praparaten 
injiziert. Die von mir angewandte Injektionsmenge war 20 mg taglich. 
Da es sich um einen Vergleich des Wertes zweier Praparate handelte, war 


1 W. W. Nowinski, diese Zeitschr. 226, 415, 1930. 
2 P. Stotzer, diese Zeitschr. 284, 1, 1931. 
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es nicht erforderlich, Kontrolltiere anzustellen. GewissermaBen wurden 


serien 
Tiere, die ich mit dem bisherigen Thymocrescinpraparat behandelte, qur be: 
Kontrolltiere. age 

und in 


Ich habe zwei Serien von Versuchen angestellt. Beide Serien hatt = 
































genau den gleichen Verlauf. Die Ergebnisse der Versuche der beicd \y 
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Abb. 1. Abb. 2. 
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ien habe ich in Tabelle I und in den drei Einzelkurven beschrieben 


£ 


Zur besseren Ubersicht habe ich in Tabelle II die Durchschnittswerte 
und in Kurve 3 eine Durchschnittskurve tiber den Verlauf der Versuche 
re reben. 

Aus den Tabellen und den Kurven geht hervor, daB die zweite 
Fraktion eine noch starkere wachstumsfirdernde Wirkung als die erste 
Fraktion besitzt. 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Durchsechnittskurve der Versuche 


Durch erschépfende Alkoholfallung einer in friiher beschriebenen 
Weise hergestellten lipoid- und eiweiBfreien, wasserigen Lésung eines 
Thymusextraktes liBt sich eine nicht unbetrachtliche Menge eines, 
zwar noch nicht chemisch definierten, aber sehr wirksamen Thymus- 
praparates gewinnen. 














Die Anderungen in der Blutzusammensetzung und im Tonus 
des vegetativen Nervensystems waihrend der Graviditit und 
in der Geburtsperiode des Rindes'. 


Von 
L. Seekles, B. Sjollema und F.C. van der Kaay. 


(Aus dem Laboratorium fir medizinische Veterinarchemie und der Klinik 
fiir tierarztliche Obstetrie und Gynakologie der Reichsuniversitat Utrecht 


(Eingegangen am 10. Mai 1932.) 


Unsere friiheren Untersuchungen iiber Stérungen des mineralen 
Xegulationsmechanismus bei einem im AnschluB an die Geburt auf- 
tretenden Syndrom — der Gebiarparese beim Rinde? — sowie bei 
einer meistens in den ersten Wochen nach der Geburt auftretenden 
Stérung des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels — Acetonimie® de1 
Rinder — veranlaBte uns zum Studium der Blutzusammensetzung 
wihrend der Graviditét, in der Geburtsperiode und in den ersten 
Wochen post Partum. Besonders beriicksichtigten wir in den drei 
genannten Perioden auch die Anderungen im vegetativen Nerven- 
system, weil diese Anderungen in Zusammenhang mit der mineralen 
Blutzusammensetzung stehen und wahrscheinlich fiir die Pathogenese 
der Gebarparese sehr wichtig sind. 

Nach der bekannten Theorie von S.G.Zondek bedingt die Reizung 
des Parasympathicus entweder eine Steigerung der K-Konzentration oder 
eine Verminderung der Ca-Konzentration, wodurch die Verhaltniszahl K/Ca 
steigt. Eine Vagotonie scheint auch von einem Anstieg dieses K/Ca- 
Quotienten verursacht zu werden. 

Wie bekannt, gibt es auBer dieser von Zondek angenommenen Ursache 
noch andere Momente, welche das Auftreten einer Vagotonie veranlassen 

1 Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden kurz in Acta brevia 
neerlandica vom 1. Marz 1932, S. 290 und 202. mitgeteilt. 

2 B. Sjollema, diese Zeitschr. 200, 300, 1928; B. Sjollema u. L. Seekles, 
ebendaselbst 229, 358, 1930. 

8 B. Sjollema u. J. E. van der Zande, J. of metab. Res. 4, 525, 1923; 
B. Sjollema, Tijdschr. v. Diergeneesk. 54, Nr. 23, 1927; Nutrition Abstracts 
and Reviews 1, Nr. 4, 1932. 
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nnen. Von diesen Momenten spielen wahrscheinlich die innersekretorischen 
\organge im graviden Organismus eine wichtige Rolle, wie aus manchen 
| ntersuchungen tiber die Graviditaét beim Menschen hervorgeht. 

Uber die Anderungen der Ionenkonstellation im Blutserum wahrend 
er Graviditat, in der Geburtsperiode und nach Ablauf der Geburt beim 
inde liegen nur wenige Beobachtungen vor. 

W. Frei und VW. A. Emmersem' fanden beim Rind wahrend der Trachtig- 
keit einen niedrigeren Ca-Spiegel als bei normalen Kiihen. L.S. Palmer, 
WW. S. Cunningham und C.H. Eckles? zeigten, daB sich beim Rind die an- 
organischen Phosphatwerte des Plasmas bis 3 Tage vor der Geburt nur 
wenig anderten. Dann setzte eine Erniedrigung dieser Werte ein, bis kurz 
vor oder nach dem Partus eir Minimum erreicht wurde. Es folgte in den 
nachsten Tagen wieder eine Steigerung bis zur normalen Hohe. 

C.S. Robinson und C.F. Huffman*® bestimmten die Anderungen im 
morganischen Phosphat-, Chlorid-, Bicarbonat- und Calciumgehalt bei 
Kiihen (und deren Kalbern) in der ersten Woche post Partum. Die P-Werte 
eigten dabei eine geringe Steigerung und erreichten 6 bis 18 Stunden 
post Partum ein Maximum; dann setzte eine Erniedrigung ein. Am Ende 
der ersten Woche war in der Regel der P-Gehalt etwas héher als zur Zeit 
der Geburt. Die Ca-Werte zeigten waihrend der ersten Woche post Partum 
einen regelmaéBigen Anstieg. Der Cl-Gehalt war waihrend der Geburt etwas 
erhéht und erniedrigte sich in der ersten Woche post Partum. Die Bi- 
carbonatwerte, die wahrend der Geburt niedrig waren, erhéhten sich im 
Laufe der ersten Woche post Partum. 

Weil die Beobachtungen der genannten Forscher noch manche 
Fragen ungelést lassen, haben wir die Untersuchung des Blutserums 
noch wesentlich ausgedehnt. Wir bestimmten bei zwei Rindern, auber 
den Totalwerten des Calciums und des anorganischen Phosphors, 
stets auch die K-Werte, sowie in den meisten Fallen den Ca-, P- und 
Ca-Ionengehalt des Ultrafiltrats. In einem dieser zwei Fille wurden kurze 
Zeit vor, wahrend und nach der Geburt der Gehalt an Zucker, Aceton- 
kérpern? und Reststickstoff des Vollblutes bestimmt. Bei der zweiten 
Kuh bestimmten wir in denselben Perioden noch den Total-Phosphor- 
gehalt des Serums. Bei einem dritten Rinde wurde statt des Kaliums der 
Magnesiumgehalt des Blutserums und des Ultrafiltrats bestimmt. 

Zwecks genauer Beobachtung der Anderungen im Blutserum 
wahrend der Geburtsperiode wurden kurz nacheinander wiederholte 
Blutproben entnommen. 

Bei den zwei ersten Kiihen und bei einem dritten Rind, dessen 
Blut wir nicht untersuchten, bestimmten wir auBberdem zu verschiedenen 
Zeitpunkten den Tonus des vegetativen Nervensystems. 


Diese Zeitschr. 226, 368, 1930. 
2 J. of Dairy Sci. 13, 187, 1930. 
3 J. of biol. Chem. 67, 257, 1926. 
4 Die Zucker- und Acetonwerte wurden spater noch bei sechs anderen 
Kiihen bestimmt. 
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L. Seekles, B. Sjollema u. F.C. van der Kaay: 


Methodisches, 


Das Blut wurde stets der Jugularvene entnommen. 

Die Ca-, anorganischen P-, Mg- und Ca**-Werte im Blutserum w 
Ultrafiltrat wurden nach den friiher mitgeteilten Methoden bestimmt?!. D: 
K-Gehalt bestimmten wir nach Kramer und Tisdall?. Fiir die Bestimmun: 
des Blutzuckers benutzten wir die Methode von Folin und Wu, der Aceto: 
korper die von van Slyke*, den Reststickstoff bestimmten wir mittels ci 
titrimetrischen Verfahrens von Folin, den Totalphosphor nach Veraschuny 
mit Natriumecarbonat im Pt-Tiegel ®. 

Der Tonus des vegetativen Nervensystems wurde am Herzen bestimn 
mittels einer intravenésen Adrenalineinspritzung nach Danielopolu®. 

Das Blutserum wurde jede Woche untersucht. Kurz vor und nach 
der Geburt wurden jeden Tag ein- oder zweimal Blutproben entnommen 
Wihrend der Geburtsperiode wurden die Tiere genau iiberwacht und da 
slut zu verschiedenen Zeitpunkten dieser Periode untersucht. 


Versuchsteil. 
a) Die Anderungen in der Blutzusammensetzung. 


Rind Nr. 1, etwa 9 Jahre alt, beobachteten wir von 96 Tagen vor 
dem Partus bis 20 Tage nach der Geburt. Weil vor dem vierten Tag: 
ante Partum (a. P.) die Differenzen im Gehalt der verschiedenen Blut- 


bestandteile, wie sie an verschiedenen Tagen der Probeentnahme 


gefunden wurden, nicht sehr groB waren, sind in Tabelle I die Mittel- 
werte dieser Zahlen angegeben. 


Diese Mittelwerte in mg-°,, (im Blutserum) bis zum vierten Tage a. P. 
sind: Totalealeium 10,1 (14 Proben), anorg. Phosphor 5,6 (15 Proben), 
Kalium 24,3 (13 Proben). Im Ultrafiltrat wurde gefunden’: diffusibles 
Ca 5,9 (3 Proben), diffusibler anorg. P 5,4 (3 Proben). Im Vollblut: 
Zucker 65 (2 Proben), Acetonkérper 38 (2 Proben), Reststickstoff 37,5 
(2 Proben). 

Am vierten Tage a. P. setzte plétzlich eine Senkung des Serumealcium- 
spiegels ein, die bis zu | Tag vor der Geburt anhielt (Calciumgehalt 8,7 mg-° 
8 Stunden vor dem Anfang der Geburtsperiode®. d.h. 14 Stunden a. P., 
war der Calciumgehalt wieder 9,3 mg-°,, also ziemlich hoch; dann setzte 
eine neue Senkung ein, die zum zweiten Minimum fiihrte, 8 mg-° 


0): 


o° 4 bis 
2 Stunden a. P. 2 Stunden spaiter kam das Kalb zur Welt; der Calcium- 
gehalt war wieder auf 8,6 mg-°,, gestiegen. Dann erfolgte aufs neue 


' B. Sjollema u. L. Seekles, 1. ¢. 

2 J. of biol. Chem. 48, 223, 1921; 71, 283, 1927. 

3 Ebendaselbst 41. 372, 1920. 

4 Ebendaselbst 32, 495, 1917; die komplexe Hg-Verbindung des Acetons 
wurde von uns zentrifugiert und nicht auf gewogenen Filter gesammelt, wie 
van Slyke angibt. Doppelbestimmungen ergaben stets dieselben Werte. 

5 P. Rona, Prakt. d. physiol. Chem. 2, 259, Berlin 1929. 

® Klin. Wochenschr. 7, 1748, 1928. 


Alle Werte im Ultrafiltrat wurden mit 0,9 multipliziert, weil letzteres 
keine Kolloide enthalt. 
8 


Als Anfang der Geburtsveriode wahlten wir den Augenblick, in dem 
die Eréffnung der Cervix festgesvellt wurde. 
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ene Senkung, die 13 Stunden p. P. zum dritten Minimum, 7,7 mg-”,., 
fuhrte. Es folgte dann eine stetige Steigerung des Calciumspiegels, die 

1 fiinften Tage p. P. ein Maximum, 10,4 mg-° 
Tage 9,3 mg-° 


cr - 


> zeigte und am achten 
»: also nahezu wieder normal war. Die dann folgende 
sSenkung bis 8,2 mg-°, in 2 Tagen ist wahrscheinlich von einer subcutanen 
Einspritzung mit Ovariumextrakt veranlaBt worden. 

Es zeigen sich also verschiedene Maxima und Minima des Calcium- 
spiegels wihrend der Geburtsperiode, d. h. eine betrachtliche Labilitat 
in dem Regulierungsmechanismus des Calciums. 

Der Gehalt des Serums an anorganischem Phosphor zeigte in dieser 
Periode ebenfalls Differenzen, aber kleinere als der Calciumspiegel 
Das tiefste Minimum, 4,1 mg-°,, wurde 2 Tage p. P. erreicht. 

Der Kaliumgehalt zeigte eine fast regelmaBige Senkung: das 
Minimum, 19,6 mg-°,, wurde am 4. Tage p. P. erreicht. 

Der ultrafiltrable Anteil des Calciums erniedrigte sich bis auf den 
\ugenblick der Geburt fast regelmaBig in etwa demselben Verhaltnis 
wie der Totalcalciumgehalt des Serums. 

| Stunde p. P. war die Menge diffusibles Calcium aber sehr erhdht : 
Smg-°,; weil in diesem Augenblick der Totalcaleciumgehalt des Serums 
8.6 mg-°,, war, ergibt sich, daB nur 0,6 mg-°, Ca (7°,,) an Kolloide gebunden 
war. 6 Stunden p. P. hatte sich der Zustand ganz geindert: wihrend det 
Totalcalciumgehalt des Serums fast derselbe war wie 5 Stunden vorhet 
(8,5 mg-°,,), waren nur 3,7 mg-°,, diffusibel: es war also eine relativ sehr 
groBe Menge des Calciums, etwa 57°,. an Kolloide gebunden. Der Caleium- 
ionengehalt! war in beiden Fallen fast derselbe. Die groBe Differenz 
zwischen den beiden Zustaénden besteht also im Gehalt des nicht ionisierten. 
diffusiblen Anteils des Calciums. 


Der anorganische P-Gehalt des Ultrafiltrats zeigte in den zwei 
obengenannten Zustainden eine merkwiirdige Differenz. Im _ ersten 
Fall, also 1 Stunde p. P., waren von den 5,5 mg-°,, anorganischem Serum-P 
, diffusibel normaliter ist, wie bekannt, alles oder fast 
alles anorganisches Phosphat diffusibel, was auch aus der Tabelle I 


Oo 


nur 2,3 mg-° 


hervorgeht . Im zweiten Falle war alles anorganische Phosphat 
im Ultrafiltrat. Es zeigt sich also, daB ein hoher Gehalt an diffusiblem 
Calcium (8 mg-°,) einhergeht mit auBerordentlich wenig diffusiblem 


anorganischem P (2,3 mg-°,,) und ein niedriger Gehalt an diffusiblem 
Ca (3,7 mg-°,,) mit einem hohen Gehalt (— 6.5 mg-°,) an diffusiblem 
Phosphor. Die Anderungen von Ca und P im Ultrafiltrat sind also 


einander gegeniibergestellt. 


1 DaB die absoluten Tonencalciumwerte wahrscheinlich nicht ganz 
richtig sind, ist friither (B. Sjollema u. L. Seekles, |.c.) schon mitgeteilt 
worden. Weil aber der Mg-Gehalt des Serums, welcher, wie bekannt. die 
Messung der Calciumionengehalte beeinflu®t. sich wihrend der Geburt 
nur wenig andert (siehe Rind Nr. 3), ist ein Vergleich der relativen Tonen 
werte gestattet. 
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Wir haben uns bemiiht, die Ursache dieses merkwiirdigen Verhaltens 
aufzuklaren und dachten dabei an erster Stelle an einen méglichen Einflyf 
des Melkens. Das Tier war namlich zwischen dem Augenblick der Geburt 
und der Probeentnahme. eine Stunde spater, fiir das erste Mal gemolk« 


Dementsprechend bestimmten wir bei einer anderen normalen Kuh in 
voller Lactation den EinfluB des Melkaktes auf die minerale Zusamme 
setzung des Blutserums und des Serumultrafiltrats. Es wurden die nach- 
stehenden Ergebnisse erhalten. 





mg-°/, Calcium mg-°/) anorg. Phos; 
total diffusibel lonen total diffusib: 

5’ vor dem Anfang .. . 9,7 6,0 1,5 5,6 5,8 
Eben angefangen. .. . 9,3 5.4 1.5 6,0 6.0 
5’ nach dem Anfang . . 9,4 5,0 1,5 6,0 6,1 
25’ spaiter, Ende ... . 9.4 5,2 1,4 6,0 6,3 


Es konnte hier also eine geringe Erniedrigung des Totalserumealciums 
und vielleicht des lonencalciums, eine etwas gréBere Erniedrigung des 
diffusiblen Anteils des Calciums, sowie eine geringe Steigerung der an 
organischen Phosphorwerte festgestellt werden. Alles anorganische Phosphat 
blieb diffusibel; eine charakteristische Anderung, wie beim Rind Nr. | 
vorliegt, zeigte sich hier nicht’. 

Es weist dieses besondere Verhalten beim Rind Nr. 1 wahrend der 
Geburtsperiode wieder auf eine betrichtliche Unstetigkeit des Gehaltes 
an Ca und P im Blutserum, die vielleicht als eine Labilitat im mineralen 
tegulationsmechanismus, deren Ursprung wahrscheinlich komplexer 
Art ist, zu betrachten ist. 

Der Reststickstoffgehalt des Serums wurde nicht deutlich be- 
einfluBt. 

‘ Der Zuckergehalt des Blutes zeigte 1 Stunde p. P. ein Maximum 
(93 mg-°,,) (Tabelle I). 
Der Gehalt an Acetonkérpern im Blute wechselte betrachtlich und 


war am 3. Tage vor und am 10. Tage nach der Geburt 172 bzw. 258 mg-°,,, 
also sehr hoch. 


Das Minimum des Acetonwertes wurde zur Zeit des maximalen 
Zuckerwertes erreicht. Im allgemeinen gehen bei diesem Tier niedrige 
Acetongehalte mit hohen Zuckerwerten, und hohe Acetonwerte mit 
niedrigen Zuckerwerten zusammen, genau so, wie man auf Grund des 
bekannten Zusammenhanges des Fett- und Kohlenhydratastoffwechsels 
erwarten darf. 


1 Die anderen von uns untersuchten Rinder Nr. 2 und 8 zeigten dieses 
merkwiirdige Verhalten ebensowenig. 
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belle IJ. Blatzucker- und Acetonkérpergehalt (mg-°,,) des Vollblutes 
(NaF) vor der Geburt und im Puerperium. 





lage 
vor 

v. nach 
der Gly- Ace- Gly- <Ace- Gly- Ace Glvy- Ace- Ace- Gly Ace- 
Geburt kose ton kose ton kose ton kose ton ton kose 


Kuh A Kuh B Kuh ¢ Kuh DD Kuh } Kuh } 


74 
S4 
106 
150 
161 
116 
97 
S4 


135 


oe 
of — 


48 458 129 
50 140 


* Im Blutserum. ** Totale Embryotomie. 


Die obengenannte Beziehung zwischen dem Fett- und Kohlen- 
hydratstoffwechsel wurde noch an sechs! anderen Kiihen gepriift und 
im allgemeinen bestatigt? (Tabelle IT), es liegt hier also eine allgemeine 
teaktion des Organismus vor, welche wohl aus den starken Anderungen 
der innersekretorischen Vorgange beim Ubergang des graviden in den 
nichtgraviden Zustand zu erklaren ist. Kurz nach dem Partus nehmen 
die Acetonkérperwerte ab, die Zuckerwerte zu; es darf daraus ge- 
schlossen werden, daB die Kohlenhydratverbrennung ansteigt und daB 
die Fettverbrennung normal verliuft. Die Beziehung dieser Tatsachen 
zu der Pathogenese der Acetonimie ist hierdurch indessen nicht geklart. 
Keines unserer Tiere erkrankte an Acetonamie. 

' Bei 14 anderen Kithen wurden keine vollstandigen Blutprobenserien 
untersucht ; die Ergebnisse sind hier nicht erwahnt, sie sind nicht mit den 
oben mitgeteilten in Widerspruch. Die Blutzucker- und Acetonwerte sind 
von derselben GréBenordnung, wie hier gefunden wurde. 

* Nur in einem Falle (Kuh E) wurde das Minimum des Acetonwertes 
3 Tage vor dem Partus erreicht. 
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Das Rind Nr. 2, etwa 14 Jahre alt, wurde von 90 Tage vor is JJ Parese | 

36 Tage nach der Geburt beobachtet. ‘ scheit 
kalzam 

Die Mittelwerte der Mineralgehalte im Serum bis zum neunten Ta, De 

a. P. in Milligrammprozent waren: Totalealcium 9,7 (17 Proben), a Die An 


organischer Phosphor 6,3 (17 Proben), Kalium 22,5 (15 Proben). Im Ult: 
filtrat wurde gefunden: diffusibles Ca 5.5 (3 Proben), Calciumionen 1.4 
(2 Proben), diffusibler anorganischer P 6,3 (2 Proben). 

Nach dem vierten Tage a. P. setzte eine Senkung des Totalealeiu: 
gehalts des Blutserums ein von 9,0 bis 6,2 mg-°, ('/, Stunde p. P.). Dam 
erfolgte eine geringe Steigerung bis 6,9 mg-°, (1'/, Stunde p. P.), dann 
eine neue Erniedrigung bis 5,6 mg-°, (33 Stunden p. P.). Der ultrafiltrab|, 
Anteil des Serumcalciums erniedrigte sich etwa in demselben Verhaltnis 
zum Totalserumcalciumgehalt, nur auf einem Punkte, 1°/, Stunden \ 


0,52 mg 
5.2 mg- 
heblich 
wurden 
I'/, Sta 
wieder 
des Se 
Erniedi 
jonenge 


der Geburtsperiode, zeigte derselbe ein vorliufiges Minimum. Der Ione: K-Geh 
calciumgehalt war ziemlich wechselnd und wurde 33 Stunden p. P. zwischen veande 
0.55 und 0,73 mg-°, gefunden'. Der Gesamtgehalt an anorganischem P V3 : 
erreichte '/, Stunde p. P. ein Minimum und stieg dann bis 4,1 mg Vv 
(33 Stunden p. P.). Alles anorganische Phosphat war bis jetzt ultrafiltrah: ihre F 
Der Kaliumspiegel zeigte ebenfalls eine geringe Senkung und erreichte ei hervor 
Minimum (20,2 mg-"o) 33 Stunden p. P. Es fehlen bei diesem Tiere die Erhoh 
beim Rind Nr. 1 aufgefundenen charakteristischen Anderungen im (a ; 
und P-Gehalt von Serum und Ultrafiltrat. Wohl zeigte der organisch: a. 
P-Gehalt eine Erniedrigung von 7,2 mg-°, (13/4 Stunden a. P.) bis 5.5 mg- Ob di 
(?/, Stundena. P.) ohne Anderung des Gehaltes an anorganischem Phosphor. eine i 
1 Stunde nachher, und zwar !/, Stunde p. P., fanden wir wieder eine klein: N 
Erhéhung des organischen Phosphors bis 6,2 mg-°,. In den folgende: Tot l- 
33 Stunden anderte sich die Menge organischen Phosphors nur sehr wenig — 
‘ , anorgé 
Die minerale Blutserumzusammensetzung 33 Stunden p. P. — Total-Ca 93 5 1 
5,6 mg-°, diffusibles Ca 2,8 mg-°,, Ca-Ionen zwischen 0,55 und 0,73 mg-°,,. yore i 
anorganischer P 4,1 mg-°, diffusibler anorganischer P 4.0 mg-°,,, K 20,2 mg-' en 
ist, was den Ca-Wert anbetrifft, nahezu charakteristisch fiir Gebarparese ®. aosna 
Das Tier zeigte indessen keinerlei Symptome dieser Krankheit. In den J 
naichsten 24 Stunden verminderte sich die FreBlust des Tieres etwas 16 Ta 
55 Stunden p. P. war es aber tibrigens noch ganz normal. 2 Stunden nachher. 
also 57 Stunden p. P., trat plétzlich eine Parese der Extremitatsmuskeln I 
auf, und es entwickelten sich auch die anderen Symptome der atypische1 zum | 
Gebiarparese. Das Tier war wenig empfindlich fiir AuBere Reize, aber nicht anorg 
soporés, was in schlimmen Fallen von Gebirparese manchmal vorkommt \ 
Es nahm wahrend der nachsten Tage noch etwas —obwohl wenig Futter regelr 
auf. Die Untersuchung des Blutserums, welche 60 Stunden p. P., also dann 
3 Stunden nach dem Auftreten der Parese, vorgenommen wurde, ergal 1 
Total-Ca 6,8 mg-%, diffusiblesCa 4,1 mg-°%, Ca-Ionen 0,63 mg-°,, anorga der e 
nischen P4,4mg-%,, diffusiblen anorganischen P 4,2 mg-°%, K25,6 mg-° Stun 
Wiewohl der Calciumgehalt des Blutserums sich also ..gebessert‘‘ hatte vom 
sind bei diesem etwas héheren Calciumgehalt doch die Symptome de 
shicagaaiiaelnes 
’ Substanzmangel erméglichte keine genauere Bestimmung. ware! 
2 B. Sjollema u. L. Seekles, 1. c.; der P-Wert ist meistens bei Gebir- war 
parese niedriger, z.B. 2 bis 3mg-°,, es kommen aber doch Fille vor auf e 
mit einem P-Gehalt von 4mg-°, und hdher; der Ca-Gehalt betragt be 
typischer Gebirparese etwa 4 bis 5 mg-°,. 244, 
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Parese manifest geworden!. Man begegnet hier wieder der Verzégerungs- 
erscheinung, welche wir auch bei der experimentell veranlaBten Hypo- 
kalzimie? beobachtet haben. 

Der paretische Zustand bestand 85 Stunden p. P. noch unverandert. 
Die Analyse ergab: Total-Ca 8,6 mg-°,, diffusibles Ca 4,7 mg-°,, Ca-Ionen 
0,52 mg-°,, totaler anorganischer P 5,0 mg-°,, diffusibler anorganischer P 
5.2mg-°,, K 25.4mg-%. Der totale Ca-Gehalt hatte sich also noch er- 
heblich erhéht, der Ca-lonengehalt war jedoch niedriger geworden. Es 
wurden dann 100 Einh. Parathormone Lilly intravenés  eingespritzt. 
|'/, Stunden nach dieser Injektion verschwand die Parese, das Tier war 
wieder imstande zu stehen, der Gang war ganz normal. Die Untersuchung 
des Serums von I1'/, Stunde nachher entnommenem Blute zeigte eine 
Erniedrigung des Totalealciums zu 8,1 mg-°,, eine Steigerung des Calcium- 
ionengehalts auf das Doppelte (1,04 mg-°,,), eine geringe Verminderung des 
K-Gehaltes (auf 22,9 mg-®,,). Die anderen Bestandteile hatten sich nicht 
geandert. 

Von den Wirkungen des Hormons der Nebenschilddriise ist also 
ihre Fahigkeit, den Calciumionengehalt des Blutes zu erhdéhen, deutlich 
hervorgetreten, und daB das Verschwinden der Muskelatonie mit dieser 
Erhéhung zusammenfallt, macht es wahrscheinlich, daB die Calcium- 
ionen in der Tonisierung der Muskeln eine bedeutende Rolle spielen. 
Ob diese Wirkung der Calciumionen auf die Muskeln eine direkte oder 
eine indirekte ist, kann man aus diesem Versuch nicht schlieBen. 


Am siebenten Tage p.P., bei einer Blutserumzusammensetzung: 
Total-Ca 8,4 mg-°,, diffusibles Ca 4,7 mg-°,, Ca-Ionen 0,95 mg-°,, totaler 
anorganischer P 4,7 mg-°,, diffusibler anorganischer P 4,6mg-°,, und K 
23,5 mg-°,, wurde subcutan Ovariumextrakt eingespritzt. Die Blutserum- 
zusammensetzung hatte sich den nachsten Tag nur unbedeutend geandert. 
und es hatten sich klinisch keine Symptome ausgelést. 


Das Rind Nr. 3, etwa 5 Jahre alt, wurde von 14 Tage vor bis 
16 Tage nach der Geburt beobachtet. 


Die Mittelwerte fiir die mineralen Bestandteile des Blutserums bis 
zum fiinften Tage a. P. waren: Total-Ca 9,6 mg-°,, (zwei Proben), totaler 
anorganischer P 5,2 mg-°, (zwei Proben), totales Mg 1,6 mg-°,, (zwei Proben). 

Wahrend der Geburtsperiode erniedrigte sich der totale Ca-Gehalt 
regelmaBig bis 8,0 mg-°, ('/, Stunde p. P.), in den nachsten Tagen erfolgte 
dann eine regelmaBige Erhéhung bis iiber 9 mg-°,. 

Der diffusible Anteil des Calciums zeigte waihrend und besonders in 
der ersten Woche nach der Geburt eine Erhéhung von 4,9 mg-°,, einige 
Stunden a. P. bis iiber 6 mg-°, in den folgenden Stunden und iiber 7 mg-”, 
vom vierten bis siebenten Tag p. P. 


1 Der K-Wert war indessen,,schlechter*‘ geworden; die K/Ca-Quotienten 
waren in diesen beiden Fallen 3,6 bzw. 3,76, d. h. der vagotonische Zustand 
war noch etwas mehr ausgepragt (Zondek). Es ist jedoch fraglich, ob man 
auf eine so geringe Differenz Wert legen darf. 

2 VY. Mitteilung iiber .,Die Wirkungsweise des Calciums“, diese Zeitschr. 
244, 258, 1932. 


Biochemische Zeitschrift Band 249. ‘ 


















434 L. Seekles, B. Sjollema u. F.C. van der Kaay: 





Der Calciumionengehalt zeigte besonders in der ersten Woche noc} 
der Geburt eine deutliche Erhéhung (bis 1,16 mg-°,), in der Geburt 
periode gab es nur geringe Schwankungen um 0,70 mg-°,. Die totalen 
anorganischen P-Werte zeigten eine Erniedrigung von 4,8 mg-°, \ 
Anfang der Geburtsperiode bis 3,8 mg-°,, '/, Stunde p. P. Dann erfolyt, 
eine Steigerung bis 4,6 mg-°,, (10 Stunden p. P.) und ein zweites Minini 
(3,6 mg-°,) 34 Stunden p.P. 2 Tage nach der Geburt war der Gehali 
5,3 mg-°,. Die anorganischen P-Werte zeigen also eine etwas gréBer 
Labilitaét als die Ca-Werte. Alles anorganische Phosphat war stets diffusile 
Bei diesem Rinde wurden auch die Mg-Werte im Serum und im Ultra 
filtrat bestimmt. Die Serumwerte zeigten in der Geburtsperiode eine deut 
liche Erhéhung, das Maximum, 2,2 mg-°,, wurde '/, Stunde p. P. erreicht. 
In den nachsten 2 Tagen erfolgte wieder eine Erniedrigung bis zu de: 
normalen Wert 1,60 mg-°,. Der ultrafiltrable Anteil wechselte ziemlic) 
stark. 


b) Die Anderungen in dem Tonus des vegetativen Nervensystems. 


Eine kleine Menge Adrenalin, intravenés zugefiihrt, lést ein 
amphotrope Wirkung auf die férdernden und die hemmenden Herz- 
nerven aus. Bei der von uns fiir erwachsene Rinder als geeignet fest- 
gestellten Dosis von 2 mg des salzsauren Salzes auBert sich diese Beein- 
flussung als eine starke Steigerung der Herzfrequenz (Sympathicus. 
reizung), die nur sehr kurz — weniger als | Minute — dauert und welche 
zunachst gefolgt wird von einer tiefen Erniedrigung der Frequenz 
(Vagusreizung), die linger anhalt. Innerhalb 20 Minuten bis !/, Stunde 
ist die Frequenz des Herzens stets wieder normal'. Es besteht eine 
um so gréBere relative Erhéhung des Vagustonus, je kleiner die Steigerung 
der Herzfrequenz sofort nach der Adrenalininjektion ist, je tiefer sich 
die Frequenz in der folgenden Periode erniedrigt und je langer dieses 
Stadium verminderter Herzfrequenz anhalt?. 

In der Tabelle III wird iiber unsere Resultate eine Ubersicht 
gegeben. 

Beim Rind Nr. 1 gibt es 64 Tage a. P. noch deutliche Sympathicus 
und Vaguseffekte. 13 und 9 Tage vor der Geburt ist besonders der Sym 
pathicuseffekt stark erniedrigt; es gibt aber auch eine geringere Vagus- 
wirkung, relativ ist jedoch der Vagustonus erhéht. Nach der Geburt wird 
der Sympathicuseffekt erheblich stirker, die Vaguswirkung nimmt erst 
ab und dann wieder zu. Es liegt in dieser Periode also eine relative Er- 
héhung des Sympathicustonus vor. 

Beim Rind Nr. 2 war 3 Monate a. P. der Sympathicuseffekt schon 
vollig von der starkeren Vaguswirkung iiberdeckt. Nach der Geburt setzte 
auch hier eine bleibende relativ starkere Sympathicuswirkung ein. 


Wir werden an anderem Ort hieriiber noch Mitteilungen machen. Die 
Hiéhe des vegetativen Tonus in anderen Organen wurde nicht bestimmt. 

2 Unsere Betrachtungen sind in Einklang mit der von Pick begriindeten 
und von Danielopolu weiter ausgearbeiteten Theorie. 














sym 
Vag 


«Juo 
und 


path 
der 
2,28 
eine 
2 


sche 


gefi 
zelg 
wur 
som 
sche 
Syn 
Dar 
pon 


tat 








Pon 
aburts 
fOtaler 
ae 
rfo} 
niniy 


Gehalt 


TOBer 
USI he} 
Ultra 
, dent 
reicht 
1 de 


ymilich 


ein 
Herz. 
> fest- 
3eein- 
hicus. 
‘elche 
juenz 
bunde 

eine 
rung 
* sich 


lieses 


sicht 


cus 
SV m 
AGUS - 
wird 
erst 
» Er 


chon 
Ptzte 


Die 
nimt. 
eten 





Blutzusammensetzung usw. wahrend der Graviditat. 435 


Tabelle 111. 


Anderung des relativen Tonus des Parasympathicus 





T Frequenzinderung des Herzens Dauer der 
er ane : pro Minute Frequenz- K/Ca 
ew. SACO erniedrigung im Serum 


der Geburt in Minuten 


SY hichste Steigerung  tiefste Senkung 
l — 64 18 3n 26 1,47 
13* 6 26 15 2,28 
9 6 24 16 2.61 
+ 7 12 15 19 + 2,2** 
+12 -+- 18 15 11 
+ 20 19 1S 15 - 
2 90) OTT + 30 17 1,92 
87 OT 24 22 + 2.450% 
+ 2.5 12 12 4 3.767 
+ 36 36 15 + 12 
“i+  — 6 0 +47 30 12 


* Es wurden hier 2,5 statt 2 mg salzsaures Adrenalin eingespritzt. 
** Das Serum wurde an diesem Tag nicht analysiert; es wurden auf Grund der Zahlen 
er vorhergehenden und folgenden Analysen 10 mg-°'9 Ca und 22,3 mg-°}9 K angenommen 
*** Der K-Gehalt wurde zu 24 mg-®° 9 angenommen. 
+ Wa&hrend einer Parese. 
++ Mit diesem Rind wurden keine weiteren Versuche angestellt. 
+++ Hier trat keine Steigerung der Herzfrequenz, sondern sofort die Erniedrigung auf. 
Beim Rind Nr. 91 kam 6 Tage vor der Geburt auch keine Spur eines 
Sympathicuseffektes zutage: auch hier war also in diesem Stadium die 
Vaguswirkung starker. 


Der Zusammenhang des vegetativen Tonus mit dem K Ca- 
Quotienten des Blutserums (Zondek) wurde nur waihrend der Graviditat 
und kurze Zeit nachher untersucht. 


Beim Rind Nr. 1 war 64 Tage vor der Geburt, bei relativ hohem Sym- 
pathicustonus, die K/Ca-Verhaltniszah! 1,47. 13 und 9 Tage a. P.. wenn 
der Sympathicustonus relativ herabgesetzt war, wurde fiir den Quotient 
2.28 und 2,61 gefunden. 7 Tage p. P.. wenn der Sympathicustonus wieder 
eine relative Steigerung zeigte, hatte sich diese Verhaltniszahl wieder aut 

2.2 erniedrigt. Die Anderung ist hier also in Einklang mit der Zondek- 
schen Theorie. 

Beim Rind Nr. 2 wurde der héchste K /Ca- Quotient (3,76) 2'/, Tage p. P. 
gefunden, wenn die Sympathicuswirkung schon eine erhebliche Steigerung 
zeigte, was gegen die Zondeksche Theorie zu sprechen scheint. Diese Messung 
wurde aber wahrend einer Parese ausgefiihrt, es lag hier also ein ganz be- 
sonderer Zustand vor, in dem, auBer den lonenkonzentrationen, wahr- 
scheinlich noch viele andere Momente eine Rolle spielten. Die geringen 


Sympathicus- und Vaguseffekte besonders die auBerordentlich kurze 
Dauer der Frequenzerniedrigung machen eine Hypotonie beider Kom- 


ponenten des vegetativen Nervensystems wahrscheinlich. 
DaB es zwischen dem K/Ca-Quotienten und dem Tonus des vege- 
. 7 : r ° ° . ° ° 
tativen Systems einen Zusammenhang gibt, der in Ubereinstimmung 


IR* 
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ist mit der Zondekschen Theorie, wird von dem Resultat der Versu 
mit dem Rinde Nr. 1 bestatigt. Da®B indessen auch andere Mon: 
als Anderungen in der K/Ca-Verhaltniszahl die Tonushéhe mit}, 
stimmen, geht direkt aus den Ergebnissen beim Rinde Nr. 2 her, 


Zusammenfassung, 


1. Nach unseren an drei Kiihen vorgenommenen Versuchen gilt 
es bis zum vierten Tage vor der Geburt unbedeutende Schwankunge 
in der mineralen Zusammensetzung des Blutserums. 

2. Etwa am vierten Tage vor der Geburt setzt eine Erniedriguny 
der Calcium- und anorganischen Phosphorwerte des Blutserums ein 
Es kénnen dabei waihrend der Geburtsperiode und kurze Zeit nachhe: 
abwechselnd Senkungen und Steigerungen dieser Gehalte vorkommen 
welche man erkliren kénnte aus einer Labilitaét des mineralen Regu- 
lationsmechanismus. Der tiefste Ca- und P-Spiegel wird kurze Zeit 
vor oder nach der Geburt erreicht. 

3. Der Magnesiumgehalt des Blutserums wurde bei der auf My 
untersuchten Kuh Nr. 3 in derselben Periode erhéht gefunden: diese: 
Gehalt andert sich also entgegengesetzt zu den Anderungen der Ca- 
und P-Werte. 

4. Der K-Gehalt des Serums zeigt in derselben Periode ebenfalls 
eine Erniedrigung ; das Minimum wird einige Tage post Partum erreicht 

5. Die diffusiblen Anteile des Calciums, anorganischen Phosphors 
und Magnesiums sowie die Gehalte an Calciumionen k6énnen sich paralle! 
mit den Totalgehalten der betreffenden mineralen Bestandtcile andern. 
es kénnen jedoch auch sehr unregelmaBige Schwankungen auftreten, 
welche wieder aus einer Labilitaét des mineralen Regulationsmechanismus 
zu erklaren sind. 


6. Der Blutzuckergehalt zeigte bei sieben Rindern wiahrend de 
Geburtsperiode eine Steigerung. 

7. Der Gehalt an Acetonkérpern war bei diesen Tieren einige Tage 
vor und nach der Geburt stark erhéht und schwankte ziemlich stark in 
der Periode nach den Partus. Im allgemeinen gehen hohe Acetonwerte 
mit niedrigen Zuckerwerten und niedrige Acetonzahlen mit hohen 
Zuckerzahlen zusammen. 

8. Der Reststickstoffgehalt des Blutes zeigte keine Anderung. 

9. Es konnte bei einem Rind das Auftreten von atypischer Gebar- 
parese beobachtet werden. Es zeigte sich dabei die Verzégerungs- 
erscheinung, welche auch bei der experimentellen Hypokalzimie auf- 
gefunden wurde, d.h. die Symptome der Krankheit traten nicht auf, 
wenn der Calciumspiegel des Serums am tiefsten war, sondern, wenn der 
Calciumgehalt sich schon bedeutend erhéht hatte. 
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10. Die Parese konnte durch intravenése Einspritzung von Para- 
thyreoidextrakt innerhalb 1'/, Stunde geheilt werden. Nach der Heilung 
war der Totalcalciumgehalt des Blutserums zwar etwas niedriger als 
wihrend der Parese, der Calciumionenwert hatte sich jedoch ver- 
doppelt. DaB das Verschwinden der Muskelatonie, die wahrend des 
paretischen Zustandes besteht, mit einer Steigerung des Calciumionen- 
gehaltes einhergeht, macht es wahrscheinlich, daB die Calciumionen 
in der Tonisierung der Muskeln eine Rolle spielen. Ob diese Wirkung 
der Caleiumionen auf die Muskeln eine direkte oder eine indirekte ist, 
kann man aus diesem Versuch nicht schlieBen. 

11. Mit dem Fortschreiten der Graviditaétsdauer erscheint eine 
relative Erhéhung des Vagustonus des Herzens, die nach der Geburt 
wieder verschwindet. Da8B diese relative Hypervagotonie einhergeht 
mit einer Erhéhung des K/Ca-Quotienten des Blutserums, konnte in 
einem Falle festgestellt werden. Da® auch andere Momente als die 
K Ca-Verhaltniszahl die Tonushéhe mitbedingen, konnten wir bei 
einem anderen Rinde zeigen. 


Wir danken Herrn H. Hooghoudt, Analytiker, fiir die Ausfiihrung 
der chemischen Untersuchung der Blutproben. 


Bei der Korrektur kam uns die Mitteilung von L. T. Wilson und E. B. 
Hart im Journal of Dairy Science 15, Nr. 2, Marz 1932, in die Hande. 
Soweit diese Autoren und wir dieselben Blutbestandteile bestimmten, sind 
die Ergebnisse miteinander in Einklang. Wir behandelten das Problem 
iber weit systematischer und eingehender. 














Der Blutcholesteringehalt tumortragender weiblicher Ratten. 
Gleichzeitig ein Beitrag zum Fehlen der Schwangerschafts- 
cholesterinimie bei Ratten. 


Von 


(. Kaufmann und Rhoda Erdmann. 


(Aus der Universitaéts-Frauenklinik der Charité und dem Universitats- 
Institut fiir experimentelle Zellforschung in Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1932.) 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit hat Dannenberg den Blut- 
cholesteringehalt junger mdnnlicher Ratten untersucht, denen Jensen- 
sches Sarkom iibergeimpft war. Von Voruntersuchern (Literatur siehe 
bei Dannenberg) ist in erster Linie Pourbaix zu nennen, der bei Teer- 
tumoren am Kaninchen im wesentlichen eine betrachtliche Erhéhung, 
aber auch Erniedrigung des Blutcholesteringehaltes gegeniiber un- 
behandelten Kaninchen feststellte. 


Mit Recht lehnt Dannenberg die bisher vorliegenden, mit kolorimetri 
schen Untersuchungsverfahren gewonnenen Ergebnisse iiber Abweichungen 
des Blutcholesteringehaltes bei Tumortieren aus methodischen Griinden 
als nicht geniigend beweiskraftig ab. Er selbst bediente sich der gravi 
metrischen Cholesterinbestimmung, und zwar in der von Mihlbock und 
Kaufmann angegebenen Form. Da zur gravimetrischen Bestimmung 
10 ccm Blut benétigt werden, muBte jeweils das Blut von drei Ratten zu 
einer Bestimmung vereinigt werden. Als Durchschnittswert fiir den Blut 
gehalt an Gesamtcholesterin ermittelte Dannenberg bei gesunden mann 
lichen Ratten 96,0 mg-°,, hiervon als Ester 19,9 mg, und als freies Chole 
sterin 76,1°,. Dieser Durchschnittswert ist bei gesunden Ratten auffallend 
konstant. Im Gegensatz hierzu findet Dannenberg bei tumortragenden 
Tieren recht erhebliche Abweichungen des Blutcholesteringehaltes nach 
oben und unten. 

Die Untersuchung des Blutes von drei verschiedenen Ratten stellt 
eine durch die Methodik bedingte BehelfsmaBnahme vor. Nachdem 
inzwischen Miihlbock und Kaufmann die Ausarbeitung einer auf dem 
Digitoninprinzip beruhenden Mikromethode zur Cholesterinbestimmung 
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velungen ist, haben wir uns erneut mit der Frage nach Veranderungen 
des Blutcholesteringehaltes bei Tumortieren beschaftigt. Wir wahlten 
als Versuchstiere weibliche Ratten, weil wir gleichzeitig normale 
trachtige Tiere und trachtige tumortragende Tiere untersuchen 
wollten. Hierzu boten die Untersuchungen iiber die bei Schwangerschaft 
und Geschwulstwachstum vielfach gleichsinnig veranderte Stoffwechsel- 
lage Veranlassung. 

Unseren Versuchen liegt jedesmal der Wert aus dem Blute einer 
einzigen Ratte zugrunde. Die Bestimmungen wurden in 3 ccm Gesamt- 
blut durchgefiihrt?. 


Alle Ratten stammten aus dem Stamm FE, der seit dem Jahre 1921 
in Inzucht im Institut fiir experimentelle Zellforschung gehalten wird. 
Vater war eine weiBe, den Flexner-Jobling-Tumor tragende Ratte, die aus 
dem Rockefeller-Institut stammte?. Mutter war eine wilde graue Ratte. 
Ausgewahlt wurden die Nachkommen nach folgenden Gesichtspunkten: 
Diinnhiutigkeit und Tumorempfanglichkeit bei Bécken und Weibchen, 
Belegfahigkeit bei Bécken, Fruchtbarkeit und Vermégen, die Jungen aut- 
zuziehen, bei Weibchen. Spontantumoren hat dieser Stamm FE bei jetzt 
iiber 2000 Tieren nie gezeigt. Die gebrauchten Weibchen waren alle Anfang 
oder Ende Juli 1931 geboren; wenn sie trachtig waren, 50 waren sie erst- 
trachtig. 


) 
Normale weibliche Tiere. 


Die Falle sind nach Gewicht eingeordnet, die Linge ist in Zentimeter 
von der Schnauzenspitze bis zur Schwanzwurzel (ventrale Medianlinie) 


gemessen. 








Freies : Gesamt 

Nr. G. L Cholesterin Ester cholesterin 

mg mg mg 

23 17 120 66,5 21,5 88.0 
29 19 155 70,5 24,0 94,5 
22 18,5 155 69.0 17.5 ROD 
24 18 175 66,5 23,0 89.5 
21 19 175 80,0 15,0 95,0 
20 21 200 64,5 19,0 83,5 
Mittelwert: 69,5 20.0 89.5 


Die Werte betragen also im Durchschnitt bei weiblichen normalen 
Ratten: 


Freies Cholesterin . ....... . . 69,5 mg-°, im Gesamtblut 
Verestertes Cholesterin . ..... - . 200 
Gesamtcholesterin ........- - 89,5 


1 Methodik der Cholesterinbestimmung siehe diese Zeitschr. 246, 
229, 1932. 


2 Vel. Erdmann, Zeitschr. f. Krebsforschung 20, 339, 1921. 
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Ei. 


Tumortragende Tiere. 


Die Falle sind nach Tumorgewichten geordnet. Das K6érpergewi 
umfaBt das Tumorgewicht. Das Jensen-Sarkom diente als Impfmateria|', 
es bildet vom siebenten Tage an Tumorknétchen; oft bleibt der Tur: 
bis zum 20. Tage ohne groBe Nekrose in der Mitte. 





Freies ; Gesamt- 
Cholesterin Ester cholesteri: 
mg mg mg 


1 


69 19,5 88,5 
72 21.0 93.0 
51,0 21,0 72.0 
66.5 24.0 90,5 
68.5 20,0 88.5 
65.5 19,0 84,5 
80,5 17,0 975 
66,0 23,0 95,0 
70,5 15.5 86,0 


Mittelwert: 67,7 20,5 88,2 
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Es sind zu trennen die Tiergruppe mit einem Tumorgewicht von 
3 bis 7g von der Gruppe mit einem Tumorgewicht von 27 bis 50g. Bei 
der ersten Gruppe war das verimpfte Tumormaterial noch nicht ganz 
resorbiert und lag neben dem entstehenden Tumor. (Die Falle wurden 
histologisch identifiziert.) In dieser Gruppe wurden die Tiere am Anfang 
der Tumorbildung getétet, waihrend sie in der zweiten Gruppe vor de: 
SchluBnekrotisierung des Tumors getétet wurden. 

Nur Tier Nr. 14 der ersten Gruppe zeigt eine nennenswerte Senkung 
des Blutcholesteringehaltes, waihrend der Blutcholesteringehalt bei allen 
anderen Tieren in den gleichen geringfiigigen Grenzen schwankt wie be! 
Normaltieren. 

Die Werte fiir tumortragende Weibchen verhalten sich im Durchschnitt 


fiir freies Cholesterin. . . . . . . 67,7 mg-°%, im Gesamtbiut 


F ., verestertes Cholesterin ... . 20,5 = ,, a 
,». Gesamtcholesterin. ..... . 882 ,, % % 


Wir konnten somit eine Abweichung des Blutcholesteringehaltes bei 
tumortragenden weiblichen Ratten gegeniiber Normalratten, mit einer 
Ausnahme bei neun Tieren, nicht nachweisen. 


kis 
Normale trachtige Tiere. 

Die Falle sind nach der Lange der Embryonen, also Lange der Trag 
zeit, geordnet. Die Lange ist ohne Fruchthiille angegeben. Messungsart 
wie bei erwachsenen Tieren. Bei Embryonen von der GréBe 0,75 bis 1,5 em 
ist der wasserreiche Embryo ohne Fruchthiille kleiner, bei solechen von 2 cm 
an streckt sich der in den Hiillen liegende Embryo um ?/, em. 


' Vgl. Dannenberg, diese Zeitschr. 244, 128, 1932. 
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Freies 


Gesamt- 


Nr. L. G.  Z.daE. G.d.E,  Cholesterin wahes cholesterin 
mg mg mg 
19¢ 18,5 175 6 2.75 63.0 17,0 80.0 
y 19,5 224 8 3.5 70,0 14.0 84.0 
10 18 162 6 3.5 78.5 20,0 98.5 
1 18 192 6 4.0 67,0 20,0 87,0 
13 20,5 210 g 4.0 62.0 16,5 78.5 
2 19 181 7 4.5 67,0 12.5 80.0 
Mittelwert: 68,0 18.5 86.5 


Da nur bei einem Tier verhaltnismaBig jungere Embryonen (Tragzeit 
ungefahr 2 bis 3 Wochen) vorhanden sind, ist der Unterschied nicht groB. 
Es stellt somit diese Versuchsreihe eine verhaltnismaBig einheitliche Gruppe 


dar. 


Der 


(Beachte die gleichmaBig hohe Zahl der Embryonen.) 


Durchschnittswert fiir freies und verestertes Cholesterin betragt 


a) bei graviden Ratten: 





Ester Freies Cholesterin Gesamtcholesterin 
mg mg mg 
18,5 68 86.5 


b) bei nichtgraviden Ratten (zum Vergleich): 





Ester Freies Cholesterin Gesamtcholesterin 
mg mg mg 
20.0 69.5 89.5 


Es ergibt sich hieraus die bedeutungsvolle Tatsache, dab der 
Blutcholesteringehalt der Ratte wahrend der Trachtigkeit keine Stei- 
gerung erfahrt, wie sie fiir den Blutcholesteringehalt bei der Frau in 
der Schwangerschaft charakteristisch ist. 


Trachtige 


IV. 


Tumortiere. 





Freies ie Gesamt- 
Nr. a G T.T. G.d.T. Z.a.E. Ld.E, Cholesterin | Pster  cholesterin 
mg mg mg 
5 20 215 ; 5 7 3.4 66,0 15.0 81,0 
6 18 150 + 6 7 3.5 DS.D 17,5 76.0 
16 17 135 1 15 7 1,75 69.0 22.5 82.5 
7 20 197 a 16 3 3.2 63.0 19.5 82.5 
11 21 245 — 35 8 0.75 65,0 13,0 78.0 
Die Falle auf Tabelle IV sind nach dem Tumorgewicht geordnet. 





Die Tiere Nr. 11, 16 sind sicher erst befruchtet worden, nachdem der Tumor 
geimpft war. Bei den trachtigen tumortragenden Tieren wuchs der Tumor 


langsam. 
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Bei den untersuchten trachtigen Tumortieren betragt der Mittelw: 
im Blute 


fiir Ester ........... . 18,5mg-% im Gesamtblut 
freies Cholesterin. . . . . . . 62.0 
Gesamtcholesterin . . . . . . 80,5 


Eine verwertbare Abweichung der tumortragenden trachtigen Tie: 
gegeniiber gesunden trachtigen Tieren ist nicht nachweisbar. 


Wir ziehen aus unseren Untersuchungen den SchluB, daB Ab 
weichungen des Blutcholesteringehaltes bei tumortragenden weil 
lichen Ratten gegeniiber Normalratten nicht nachweisbar sind und zwai 
gleichgiiltig, ob sie trichtig sind oder nicht. Weiterhin weisen wir aut 
die bemerkenswerte Tatsache hin, daB der Blutcholesteringehalt von 
Ratten in der Trachtigkeit unverandert bleibt. 


Literatur. 
Dannenberg, diese Zeitschr. 244, 128, 1932. Erdmann, Zeitschr. { 
Krebsforschung 20, 339, 1921. Miihlbock u. Kaufmann, diese Zeitschi 
246. 229, 1932. Pourbaix, Le lancer, Bd. VIII, Heft I, 1930. 
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Sexualhormongehalt von Krebsgewebe. 


Von 


S. Loewe, W. Raudenbuseh und H. E. Voss. 
(Aus dem Hauptlaboratorium der Stadtischen Krankenanstalten Mannheim. ) 


(Eingegangen am 11. Mai 1952.) 


Im Blute Krebskranker jeden Geschlechts fanden Dingemanse, 
Freud, de Jongh und Laqueur! bis 10000 M.-E. Thelykinin. Ahnliche 
Beobachtungen sind auch im Harn erhoben worden. Freilich konnte 
B. Zondek* die Hormonbefunde im Blute krebskranker Manner nicht 
bestatigen. Doch schien es am Platze, auch einmal den Hormongehalt 
des Krebsgewebes selber zu messen. 


Es wurden ausschlieBlich Krebse von Mannern unter AusschluB von 
Genitalkrebsen in Untersuchung genommen, um dem Gedanken an eine 
bloBe Speicherung von Hormon im Krebsgewebe die geringste Nahrung zu 
geben. Nur méglichst homogenes, zerfallsfreies Gewebe aus Primartumoren 
und Metastasen (hauptsachlich Magen, Lymphdriisen, Leber) kam zur 
Verwendung und in nur innerhalb des erkrankten Bereichs ausgeschnittenen 
Stiicken. Insgesamt waren 450 g Frischgewebe zur Verfiigung?. 

Die Verarbeitung ging nach Routinemethoden auf ein Extrakt maBigen 
Reinigungsgrades aus, von dessen Ollésung 1 cem 30g Frischgewebe ent- 
sprach. In dieser Form konnte das Extrakt auf Thelykinin ausgewertet 
werden. GréBere Dosen waren noch sehr giftig. Zur Androkininbestimmung 
waren daher weitere ReinigungsmaBnahmen erforderlich. Sie fiihrten zu 
einer Zubereitung. von deren Lésung in Ol jeder Kubikzentimeter 80 g 
Frischgewebe entsprach. 


Thelykiningehalt. 


Auswertung nach Allen-Doisy unter Hinzuziehung unserer ZahImethode 
(Abstrich zweimal taglich): Gaben entsprechend 43 und 32g frischen 
Krebsgewebes riefen in wiederholten Versuchen iibereinstimmend stets 
lange protrahierten Volléstrus hervor. Auch noch Gaben entsprechend 
15 g¢ fiihrten in mehreren Versuchen zu mehr als eintagiger (bis dreitagiger) 


' Arch. f. Gyn. 141, 225, 1930. 

2 Die Hormone des Ovariums usw. Berlin 1931, S. 267. 

3’ Fiir die Sammlung des Materials sind wir dem Leiter unseres patholo 
gischen Instituts, Herrn Prof. Dr. Teutschldnder, sehr zu Danke verpflichtet 
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Vollbrunst. Mit einer Gabe entsprechend 8g Frischgewebe wurde e)) 
Schuppenmaximum von 91°, erreicht; nach einer Gabe entsprechend 4.5 » 
betrug das Schuppenmaximum nur noch 25°. 


1M.-E. entstammt also héchstens 8&8 g. Das untersuchte Gewel, 
enthalt daher mindestens 125 M.-E. Thelykinin pro Kilogramm. 


Androkiningehalt. 

Auswertung im (. R.-Test und im Mitosentest nach Loewe und Voss 
Mengen entsprechend mehr als 120g Frischgewebe konnten als zu giftiy 
nicht beigebracht werden. Diese Dosis selbst rief deutliche Veranderunge) 
hervor, die aber den Forderungen der vollen M.-E. noch keineswegs Genii: 
leisteten; Reaktionsstarke T: (A—D),, 25 Mitosen pro 50 Gesichtsfelde: 
Kleinere Dosen (entsprechend 45 g Gewebe) waren voéllig unwirksam. 

Hiernach ist der Androkiningehalt etwa 1 bis 2 M.-E. pro Kilogramm 
trischen Krebsgewebes. 


Beurteilung der Ergebnisse. 

Bei allen Versuchen, den Sexualhormongehalt von Geweben 
restlos zu erfassen, ist gréBte Zuriickhaltung in der Bewertung der 
Auswertungsergebnisse der gewonnenen Extrakte am Platze. Denn 
es ist nicht erwiesen, daB scheinbar auch noch so grobe Bemiihungen 
um erschépfende Extraktion zu 100 proz. Ausbeute fiihren. Daher ist 
auch von einem Vergleich mit Ergebnissen, die mit gleichartigen Aus- 
zugsverfahren an anderen Organen gewonnen wurden, keine endgiiltige 
Auskunft zu erwarten. Immerhin ibertrifft die Zahi von 125 M.-E. 
Thelykinin pro Kilogramm alle Gehaltswerte, die wir nach gleichen 
Methoden an anderen Organen zu erhalten pflegen; sogar in follikel- 
liquorarmen Ovarien verschiedener Tierarten und -klassen gelangten 
wir gewohnlich nicht iiber 20 bis 40 M.-E. pro Kilogramm. 


Bei der Niederschrift gelangt die Mitteilung von P. Silberstein, 
O. O. Fellner und P. Engel' zu unserer Kenntnis. Die Verfasser geben 
neben andersartigen, héchst bemerkenswerten und ausblickreichen 
Beobachtungen auch Bericht von Untersuchungen zu derselben Frage- 
stellung, die uns beschaftigte. Sie fanden bei Thelykininauswertungen 
in menschlichen Krebsen etwa 84 M.-E., in Mausecarcinomen und 
-sarkomen 200 M.-E. pro kg, erkliren aber diesen Hormongehalt fiir 
geringfiigig, insofern sicherlich mit Recht, als nach den hohen Thelykinin- 
werten im Blute Krebskranker, die auch P. Engel? finden konnte, 
vielleicht auch im Krebsgewebe mehr hatte erwartet werden kénnen. 
Wir méchten demgegeniiber aber doch sowohl die Zahlen der Wiener 
Forscher wie die unserigen fiir recht beachtlich halten. 


! Zeitschr. f. Krebsforsch. 35, 420, 1932. 
2 Ebendaselbst 34, 658, 1931. 
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Wie der gefundene Androkiningehalt zu bewerten ist, ist noch wesentlich 
hwerer zu sagen. Er ist nicht groB, zumal die untersuchten Organe Mannern 
entstammten. Doch lassen sich vom Androkinin stets nur sehr kleine Mengen 
finden. Liefert doch selbst Hoden fiir die industrielle Herstellung eines 
bekannten standardisierten Markenpriparats von Androkinin nach den 
\ngaben der Fabrik unter Umstanden! nur etwa 0,7 M.-E. Androkinin pro 
Kilogramm Frischgewebe. Und danach ist der Befund von | bis 2 M.-E. 
pro Kilogramm eines nichtgenitalen Gewebes doch nicht ganz zu unter- 
schatzen. 


Zusammenfassung. 

Bei der Verarbeitung von 450 g reinen Krebsgewebes von Mannern 
fand sich ein Gehalt an Thelykinin von mindestens 125 M.-E., an 
\ndzokinin von 1 bis 2 M.-E. pro 1 kg Frischgewebe. Es wird zu zeigen 
versucht, warum diese Zahlen als recht beachtenswert anzusehen sind 


1 Zufolge unserem Auswertungsergebnis an einer Charge des Pra 
parates. 





| 








Versuche iiber enzymatische Ester-Hydrolyse und -Synthese. 


Von 


P. Rona und R. Ammon. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


I. Bodenstein und Dietz! und Dietz? untersuchten in grundlegenden 
Versuchen die durch Schweinepankreaspulver katalysierte Bildung und 
Spaltung von Iso-Amyl-Butyrat und fanden, daB dasselbe Gleichgewicht 
von beiden Seiten zu erreichen ist. Wir priiften dieselbe Frage der 
Gleichgewichtslage an einem geeigneteren, weil einheitlicheren* Ester, 
nimlich dem n-Butyl-n-Butyrat?. 

Fir diesen Versuch benutzten wir das Aceton-Athertrockenpulver von 
Schweinepankreas. Das n-Butyl-n-Butyrat wurde durch Destillation eines 
kauflichen Esters gereinigt. Es hat einen Siedepunkt von 160°. Das 
spezifische Gewicht wurde zu 0,874 bestimmt. 

Die Versuche wurden in einzelnen Flaschchen von etwa 15 ccm Inhalt 
angesetzt. Fiir die Hydrolyse und Synthese dienten je acht Fliaschchen. 
Der Inhalt je einer Hydrolyse- und Syntheseflasche wurde zur Bestimmung 
des’ Anfangssaurewertes gleich nach dem Durchmischen zentrifugiert. Die 
anderen wurden in eine in einem Luftthermostaten von 35° befindliche 
Schiittelapparatur gesetzt. Zu den einzelnen Zeiten wurde immer je eine 
EFlasche aus der Apparatur genommen und der Flascheninhalt zentrifugiert. 
Die Zentrifugate wurden unter Alkohol- und Phenolphthaleinzusatz mit 
n/20 NaOH titriert. 

Die einzelnen Ansatze fiir die Hydrolyse bestanden aus 100 mg Pan- 
kreaspulver und 10 ccm einer annaéhernd m/10 Esterlésung in n-Butyl- 
alkohol, der 10°, Wasser enthielt. Fiir die Synthese: 100 mg Pankreas- 


1 Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 605, 1906. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 279, 1907; siehe auch Euler, diese 
Zeitschr. 52, 146, 1907. 

3 Der Isoamylalkohol besteht aus einem Gemisch einiger isomerer 
Alkohole ; der aus diesem Alkohol dargestellte Buttersaéureester wird infolge- 
dessen ebenfalls aus einem Gemisch isomerer Amylbutyrate bestehen. 

4 Vgl. Rona, Ammon u. Fischgold, diese Zeitschr. 241, 460, 1931. 
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iver und 10 ccm einer annahernd m/10 Buttersaurelésung in n-Butyl- 
kohol, der 10°, Wasser enthielt. Das Ergebnis dieser Versuche siehe 
abelle 1 und Abb. 1 

Tabelle I. 





Bei der Synthese restliche Sdure 
bzw. bei der Hydrolyse ge 
bildete Saure in mg pro 2 ccm 


Titer pro 2 ccm 
des Zentrifugats 


Hydrolyse Synthese Hydrolyse Synthese 


0.175 4.05 

0.312 3.45 0.605 
0.492 2.465 1.395 
0,672 1.835 2.19 
0,925 1.08 3.30 
0.960 “to 3.45 
1.069 “t 3.93 
1,923 11% 3 3.73 


@——®@ Hydrolyse-Versuche nach Tab. 1 
C-— Synthese-Versuche nach Tab. 1, 


<———  Hydrolyse-Versuche nach Tab. 2, 
a——A Synthese-Versuche nach Tab. 2 


SVTTMESE 


*? i . “z . a 
Aeneas wyorolyse 





 &€ LB DAY BK I 4H 


SUNN 
Abb. 1 


Tabelle II gibt einen ahnlichen Versuch wieder, bei dem die einzelnen 
Entnahmen sich nicht in kleinen Flaschchen befanden, sondern es wurden 
zu den angegebenen Zeiten je 8 ccm aus einem gréBeren Hydrolyse- und 
Syntheseansatz abpipettiert und zentrifugiert. Von diesem klaren Zentri- 
fugat wurden dann je 2 ccm mit n/20 NaOH titriert. Die Ansatze befanden 
sich in je einer 100-cem-Flasche. Die Fiillungen wurden folgendermaBen 
angesetzt: auf je 500 mg Pankreaspulver kamen 50 cem einer m/10 Butyl- 
butyrat- bzw. Butterséurelésung in Butylalkohol, der 10°,, Wasser enthielt. 


Tabelle Il. 





Bei der Synthese restliche Saure 
bzw. bei der Hydrolyse ge- 
bildete Siure in mg pro 2 cem 


Titer pro 2 cem 
des Zentrifugats 


Hydrolyse Synthese Hydrolyse Synthese 


0,196 4,19 18,15 
0.352 3.54 0,686 15,29 
0,632 2.035 1.92 8.68 
0,926 1,141 3,210 4.75 
1,145 1,160 4,170 4.84 
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Wir sehen aus der Abbildung und den Tabellen, daB sich 
von beiden Seiten erreichtes Gleichgewicht einstellt. 

Die Hydrolyseversuche, die wir hier anstellten, veranlaBten 1;)\. 
zu priifen, wie sich das Ferment in Pulverform bei seiner hydrolysierendey 
Wirkung gegeniiber gewissen Zusatzstoffen bei dem groBen Alkoho| 
iiberschuB verhalt. Denn die Einwirkung von Zusatzkérpern bei enzy- 
matischen Esterspaltungen ist immer nur in wasserigen Lésungen bz 
Emulsionen des Esters und mit einem wasserigen Fermentpraparat 
(eventuell auch Glycerinauszug) ausgefiihrt. Uns erschienen dies: 
Versuche wichtig, denn sie gestatten, Hydrolyse und Synthese unte1 
wirklich gleichen Bedingungen und mit demselben Fermentpriparat 
zu studieren (,,Hydrolyseversuche in Syntheseansitzen‘‘). 

Wir haben in Versuchsansatzen, wie wir sie in Tabelle I beschrieben 
haben, die Einwirkung von Calciumchlorid, Chininchlorid, Strychnin- 
sulfat und taurocholsaurem Natrium auf die durch Pankreaspulver 
katalysierte Spaltung und Bildung von n-Butyl-n-Butyrat untersuchen 
wollen. Diese Ansitze wurden ebenfalls in m/10 Ester bzw. Saure- 
l6sungen in Butylalkohol mit 10°, Wasserzusatz angesetzt. In je 
10 cem dieser Lésung befanden sich je 2 mg Ca (in Form von Calcium. 
chlorid), 20 mg Chininchlorid, 1,2 und 20 mg Strychninsulfat und 20 mg 
Natriumtaurocholat. Von diesen Zusatzkérpern hatte in den angegebenen 
Konzentrationen nur das Calcium eine Wirkung. Die hemmende 
Wirkung des Calciums auBerte sich stark bei der fermentativen Ester- 
synthese, weniger bei der Spaltung. Die anderen Zusatzkérper hatten 
keine Wirkung. Die Tabelle III gibt einen CaCl,-Versuch wieder. 


Tabelle Ill. 





Bei der Synthese restliche Siure bzw. bei der Hydrolyse gebildete Saure 
in mg pro 2ccm 








Zeit —— — —_—— $$ 
Hydrolyse Synthese 

Std. mit CaCl, ohne CaCl, i mit CaCl, pee te ohne CaCl, 

3 0,905 1,395 14,895 10,54 

5 1,280 2,19 14,605 7,78 
24 2,430 3,30 12,45 4,42 
475), 2,760 3,93 13,42 4,60 
72 2,790 4,20* 12,85 4,20* 


* Durch graphische Interpolation aus der Kurve yon Abb. 1 ermittelt. 


Es ist also aus dieser Tabelle ersichtlich, daB das Calcium stark 
auf diese Synthese wirkt und ferner, daB es nicht zu einer Einstellung 
auf das Gleichgewicht kommt. Das Ferment wird offenbar durch das 
Calcium geschadigt. (Die Eigenveresterung und Eigenhydrolyse sind 
auBerordentlich klein.) 


2esS\ 
Beis 
kata 
Aree 
Fise 
elng 
des 

schv 
suck 
wob 
met 


“SY! 
wer 


Este 
erp! 
Sch 
auc] 
Unt 
wir 
das 
gefa 
mit 
kan 


die 
Rau 
m/l 
alke 
lich 
Pul 
Dile 
und 


Gale 
dies 
204 


and 





Enzymatische Ester-Hydrolyse und -Synthese. 449 


Il. Die Volumenanderungen, die wahrend eines chemischen Pro- 
zesses sich in einer Fliissigkeit abspielen, sind bisher nur an wenigen 
Beispielen untersucht worden!. Galeotti hat auch durch Fermente 
katalysierte Reaktionen dilatometrisch verfolgt; jedoch haben erst 
Sreenivasaya und Sastri? und Rona und Neuenschwander* und Rona, 
Fischgold und Neuenschwander* und Sreenivasaya und Sreerangachar ® 
eingehender die bei Fermentreaktionen auftretenden Verdinderungen 
des Reaktionsvolumens durch Bildung der Spaltprodukte und Ver- 
schwinden des Substrats untersucht. In den Kreis dieser Unter- 
suchungen wurden bisher hauptsichlich die Carbohydrasen gezogen, 
wobei fiir die einzelnen Zucker besondere charakteristische dilato- 
metrische Konstanten gefunden wurden. 

Nur Galeotti berichtet iiber fermentative Ester-Hydrolyse und 
-Synthese im Dilatometer; seine Versuche sind jedoch kaum zu ver- 
werten und besitzen nur qualitativen Charakter. 

Zunichst versuchten wir, die synthetisierende Wirkung einer 
Esterase im Dilatometer zu verfolgen. Wir begannen die von uns 
erprobte Bildung des n-Butyl-n-Butyrats durch 
Schweinepankreas-trockenpulver neben der Titration 
auch noch dilatometrisch zu messen. Da aber das 
Untersuchungssystem makroheterogen ist, so haben 
wir die Form der Dilatometer etwas verandert®, da 
das Fermentpulver, das sich in den alten Dilatometer- 
gefaBen in dem umgebogenen Schenkel ansammelte, 
mit dem groBen Flissigkeitsraum nicht in Berriihrung 
kam. 

Wir haben die Offnung mit dem Hahn dicht neben 
die Kapillare ansetzen lassen und so den langen toten 
Raum vermieden. Das Fermentpulver wurde mit der 
m/10 Butterséurelésung in wasserigem (10° ,igem) But yl- 
alkohol zundchst in das Dilatometer durch den seit- 
lichen Ansatz iibergespiiit. Nach Absetzenlassen des 
Pulvers wurde dann mit der Butterséurelésung das ganze 
Dilatometer vorsichtig gefiillt. Erst jetzt wurde geschiittelt 
und der Stand der Kapillare abgelesen. Die Dilatometer Abb. 2 








1 Van ’t Hoff, Sitzungsber. d. Kgl. pr. Akad. d. Wiss. 34, 963, 1910; 
Galeotti, Zeitschr.f. physik. Chem. 76, 105, 1911; 80, 241, 1912; H. H. Weber, 
diese Zeitschr. 218. 1, 1930; H. H. Weber u. Nachmannsohn, ebendaselbst 
204, 215, 1929. 

Biochem. J. 23, 975, 1929. 
Diese Zeitschr. 235, 214, 1931. 

4 Ebendaselbst 247, 257, 1952. 

5 Nature 2, 585, 1931. 

6 Es erscheint uns auBerdem recht zweckmaBig, diese Form fiir alle 
anderen Versuche beizubehalten. 


2 
3 


Biochemische Zeitschrift Band 249. 29 
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befanden sich in Wasserbidern von 27,2 und 39°. Wir haben eine Re 
von Kontrollansatzen angestellt, d.h. die Dilatometer mit Butylalkohw| 
Butterséiurelésungen ohne Ferment oder Dilatometer nur mit Butylalkol 
gefiillt. Leider gelang es uns nicht, die Synthese auf dilatometrischem Weg: 
zu verfolgen. Denn in all den Dilatometern, die den Butylalkohol enthielten 
fand ein kontinuierliches Absinken des Meniskus in der Kapillare stat: 
Wir stellen uns vor, daB der Alkohol das Hahnfett am Schliff auflést und 
daB somit keine Abdichtung méglich ist. Dieses Absinken ist auf keinen 
Fall durch ein dauerndes Absinken der Wasserbadtemperatur zu erklaren 
denn gleichzeitig eingesetzte Wasserthermometer blieben konstant bzw 
folgten genau den unvermeidlichen geringen Temperaturschwankungen 
Durch im Gang befindliche Versuche hoffen wir, diese Schwierigkeit iibe: 
winden zu kénnen. 

Wir haben dann versucht, die esterspaltende Wirkung eine: 
Esterase dilatometrisch zu messen. Die Wahl des hierzu verwendeten 
Esters fiel auf den d, l-Mandelsiure-Methylester und den d, l-Alanin- 
Athylester. Diese Ester sind wasserléslich. Da wir neben der dilato 
metrischen Methode gleichzeitig noch den FermentprozeB nach einer 
anderen erprobten Methode verfolgen wollten, so muBten wir, da wir 
unseren Versuchsansatz puffern muBten, unser Verfahren zur Messung 
der Mandelsiure, die bei der Mandelsaiure-Esterspaltung auftritt, 
etwas modifizieren. Wir bedienten uns hierbei der elektrotitrimetrischen 
Methode von Rona und Ammon', indem wir durch fortlaufende py- 
Messungen das Durchbrechen des Puffers durch die sich bildende 
Mandelsaure feststellten, nachdem wir in einer Eichkurve allein unter 
den Bedingungen des eigentlichen Versuchs die Beziehung zwischen 
zugefiigter bzw. gebildeter Mandelsiure und Pufferungsdurchbruch, 
in Millivolt gemessen, zu jedem Versuch feststellten. Zu diesem Zweck 
gingen wir folgendermaBen vor: 

Lésung A: 10ccm gegen Lackmus neutralisierter Ammoniakauszug 
von Schweinepankreaspulver + 15 ccm Phosphatpuffer (m/15), pH = 7,6. 
Das' Ganze wurde auf 50 cem Wasser gebracht. 

Lésung B: Lésung A wurde mit Wasser auf die Halfte verdiinnt. 

Lésung C: Eine ungefaihr 1°,ige wéasserige Mandelsaéurelésung, die 
Titration ergab einen Gehalt von 0,968 °,. 

Temperatur 37°. 

In 50cem der Lésung B wurde zunichst der pH gemessen und dann 
wurden von Lésung A und Lésung C gleichzeitig je 5cem hinzugegeben 
und der pu gemessen. Insgesamt wurden neunmal je 5cem von Lésung A 
und C hinzugesetzt, wodurch der pu-Wert um etwa eine Einheit fiel. 

Abb. 3 gibt eine aus den Werten von Tabelle IV gezeichnete Eich- 
kurve wieder, die wir zu jedem neuen Versuch neu bestimmten. 

Die dilatometrischen Bestimmungen erfolgten bei 37°. Die Dilato- 
meter wurden fiir die Hauptversuche mit Lésung B gefiillt, die nur so 


1 Diese Zeitschr. 181, 49, 1927: siehe auch Galwialo u. Simina, eben- 
daselbst 288, 24, 1931. 
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Tabelle IV. 





Im ganzen hinzu- 


Zahl Gesamtfliissig- 0 »-Gehe 
der Seaine ere weed Millivolt der tol a... ze 
von A und C Mandelsdure 
cem ng 
0 50 689 - 
1 60 668 0,081 48,4 
2 70 656 0,138 96,8 
3 80 646 0,182 145,2 
4 90 640 0,215 193.5 
5 100 631 0,242 242.0 
6 110 627 0,264 290.0 
7 120 623 0,282 238,5 
8 130 620 0,297 387,0 
9 140 616 0,311 435,0 


hergestellt wurde, daB die Verdiinnung nicht mit reinem Wasser er- 
folgte, sondern mit einer Methyl-Mandelatlésung von solcher Konzen- 
tration, daB nach der Verdiinnung die gewiinschte Endkonzentration 
resultierte. Gleichzeitig mit den dilatometrischen Messungen nahmen 
wir eine Probe des Gemisches aus dem Wasserbad heraus, um darin 
eine py-Messung auszufiihren. Bei allen Versuchen zeigte sich ein Steigen 
des Meniskus. Es findet also 


eine Volumenvermehrung bei a= iat Mees Bia We Bisa) 
derenzymatischen Hydrolyse 


des Methylmandelats statt. as an 

Wir haben jedoch von einer By, , he 

weiteren Durcharbeitung Ab- = | | 

stand genommen, weil wir “) im, 8! 

bei wechselnder Esteraus- eh a ES! WE PSR Oa Oa De a 
; ; 0 Gh Wl Gt (6 Qa UH Ga Gv G%# 

gangskonzentration keine Movddeiore in % 

Ubereinstimmung der Vo- Abb. 3. 


lumenkonstanten pro lg 
oder 1 Mol in Freiheit gesetzter Mandelsiure erhalten konnten. Wir 
erklaren uns dieses Resultat damit, daB an der Volumenbildung nicht 
nur das Entstehen von Mandelsiure und Methylalkohol bzw. das 
Verschwinden des Esters allein Schuld tragt, sondern daB der Puffer 
ebenfalls ein volumenbestimmender Faktor ist, und zwar in recht 
komplizierter Weise. Im alkalischen Milieu (689 Millivolt, py = 7,37) 
beginnt die Spaltung, wo ein anderes Phosphatgemisch vorliegt als 
gegen Schlu8 (z. B. 616 Millivolt, py = 6,33). Auch die in Freiheit 
gesetzte Mandelsiure wird in Form freier Séure in saurem Milieu, in 
Form des Natronsalzes in alkalischem Milieu vorliegen. Zwischen dem 
pu-Bereich von 7.37 bis 6,33 liegen alle Uberginge. 

Bei den bisherigen Anordnungen ist es nicht méglich, die fermen- 
tative Esterhydrolyse in einem gepufferten System dilatometrisch 


IQ * 
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zu messen. Denn puffert man sehr stark, daB der Puffer nicht dure). 
brochen wird, so kann man wegen der Kleinheit der py-Verschiebun: 
die elektrotitrimetrische Eichkurve nicht aufnehmen.  AuBerden 
muff auch dann immer eine Beteiligung des Puffers an der Volumen 
bildung stattfinden. Puffert man nicht, so wird das Ferment geschadigt 
und flockt aus. Im Dilatometer verrat sich eine solche Saiureschadigung 
und ein damit verbundener EiweiBausfall sofort durch eine Volumen- 
anderung. 

Bei den Carbohydrasen ist die Dilatometrie mit gutem Erfolg 
anwendbar, weil dort Substrate und Spaltprodukte Kérper sind, die sich 
nicht mit dem Puffer chemisch umsetzen, wo also das Puffergemisch 
nicht mehr das Volumen mitbestimmen kann. 

Unsere Wahl fiel dann auf den d, ]-Alanin-Athylester. Diese: 
Ester ist fiir unsere Fragestellung sehr geeignet, denn seine Hydrolyse 
kann ungepuffert studiert werden, da er wegen des amphoteren Charak- 
ters des Alanins auch bei 100°,iger Spaltung kein Sauerwerden des 
Reaktionsmilieus bedingt. Der py einer 5°,igen wasserigen Alanin- 
Athylesterlésung ist 9,07, bei einem Spaltungsgrad von rund 50°, ist 
der py-Wert auf 8,83 gefallen. Dieser Ester ist auBerdem gut wasser- 
léslich. Es laBt sich ferner die bei der Hydrolyse entstehende Amino- 
siure neben dem Ester mit Hilfe der Methode der COOH- Bestimmung 
nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz sehr exakt messen. 


Der d, ]-Alanin-Athylester wurde aus d, ]-Alanin und Athylalkohol 
dargestellt!. Zu jedem Versuch diente frisch bereiteter und auf seinen 
richtigen NH,-Gehalt nach Linderstrém-Lang gepriifter Ester. Da uns 
hier prinzipiell nur die Frage des Wassereinbaues in das Estermolekiil 
interessiert hat und wir dabei die Volumeninderungen messen wollten, 
die pro Mol in Freiheit gesetztes Alanin entstehen, haben wir zunachst 
lediglich die (ziemlich starke) Eigenhydrolyse des Esters im Dilatometer 
verfolgt. Dies ist méglich; die Hydrolyse des Alanin-Athylesters durch 
ein geeignetes Ferment ist daher auch im Dilatometer untersuchbar. 


Die Tabelle V gibt eine in einem Dilatometer und gleichzeitig 
durch Titration verfolgte Messung der Eigenverseifung von Alanin- 
Athylester wieder. Das Dilatometer ,,Wasserkontrolle*, mit der Kon- 
stante 1,35, wurde mit Wasser gefiillt, das andere Dilatometer ,, Versuch“, 
mit der Konstante 13,13, wurde mit einer 5°, igen wisserigen Alanin- 
Athylesterlésung gefiillt. Das fiir beide Dilatometer (je 50 ccm Inhalt) 
nétige Wasser war ausgekocht, evakuiert und auf die Wasserbadtem- 
peratur (27,2°) gebracht worden. 


1 Einzelheiten siehe Rona u. Zirm; wird demnichst in dieser Zeitschr. 
veréffentlicht. 
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Tabelle V. 








Zeit Wasserkontrolle Versuch 
. 7 i sili 3 ii Volumen- 
Stand Stand anderung 
Diffe- Mar Diffe- Volumen- m-. Diffe- Volumen ~ae A — 
7 * Menis- ren? y . o 1is- none unde » echnung 
Uhi renz vee renz inderung cae renz inderung Pr on 
kontrolle 
Min. em cm emm em em emm emm 
12h 59’ — 15,35 — —- 27,95 — 
1 39 40 1545 +010 +0,14 26,25 —1,70 — 22,30 — 22,44 
2 59 120 15,60 -+ 0,25 + 0,35 23,43 — 4,52 59,50 — 59,85 
3 37 158 15,53 | + 0,18 + 0,25 22.25 — 5,70 — 74,90 — 75,15 
4 45 226 15,68 +0,33 + 0,45 20,60 |_— 7,35 — 96,5 — 96,95 
6 49 350 15,53 +0,18 + 0,25 18,138 — 9,82 129,0 129,25 
Zeit Titrationsergebnisse pu-Messungen 


pro leem 


pe le mg mg 
Uhr Differenz “ie Differenz Aleain Alain Millivolt ? 
n/5 alkohol. KOH- — | Pu 
Min. Lisung ecm 
12h 59’ 0,398 - - 776 9,07 
1 39 40 0,555 0,157 2,76 138 - 
2 59 120 0,789 0,391 6,89 344 - 
3 37 158 0,900 0,502 8,85 442 — 
4 45 226 1,055 0,657 11,55 576 - - 
6 49 350 1,295 0,897 15,80 790 762 8,83 


Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB mit zunehmender Verseifung 
des Esters ein Absinken des Meniskus im Dilatometer zu beobachten 
ist. Um die Beziehung zwischen der eingetretenen Volumenanderung, 
die durch das Auftreten von in Freiheit gesetztem Alanin bedingt ist, 
und diesem festzustellen, haben wir in Abb. 4 die Ergebnisse in ein 
Koordinatensystem eingetragen, wobei die A pszissenwerte die Milligramm 
Alanin und die Ordinaten- 


—- 








: ‘ te ——-— 
werte den Volumenschwund in | 
Kubikmillimetern angeben. 20 
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auch die Anfangskonzentrationen des Athyl-d, l-Alanins variiert wurden 
(5, 2,5 und 1°.) wurden Werte, die alle um 15,0 cem schwanken, fi; 
den pro Mol in Freiheit gesetztes Alanin entsprechenden Volume: 
schwund gefunden. 

Zusammenfassung. 

1. Das von beiden Seiten erreichbare Gleichgewicht bei fermen 
tativer Synthese und Spaltung wird am Beispiel des n-Butyl-n-Butyrats 
ausgefiihrt. Es gelingt zu zeigen, daB in Ansitzen, die aus Lésungen 
von m/10 Butyl-Butyrat bzw. Buttersiure in Butyl-Alkohol, der 
10°, Wasser enthalt, und die mit Schweinepankreastrockenpulver 
versetzt wurden, eine Hydrolyse und Bildung des Esters zu beobachten 
ist, und daB sich hierbei ein echtes Gleichgewicht einstellt. 

2. Calcium hemmt stark die fermentative Butyl-Butyratsynthese, 
weniger die Spaltung dieses Esters unter gleichen Versuchsbedingungen. 
Zusitze von Chininchlorid, Strychninsulfat und taurocholsaurem 
Natrium hatten in den von uns angewandten Konzentrationen keinen 
Kinflu8 auf die enzymatische Butyl-Butyrat-Synthese und -Spaltung. 

3. Die Dilatometrie kann nicht ohne weiteres fiir die Verfolgung 
der hydrolytischen Wirkung einer Esterase in gepufferten Lésungen 
angewandt werden, da der Puffer selber als volumenbestimmender 
Faktor dabei auftritt. Dies wird am Beispiel der Spaltung des d, |- 
Methylmandelats durch Schweinepankreasesterase gezeigt. 

4. Zur Messung der Esterhydrolyse in gepufferter Lésung wird eine 
modifizierte elektrotitrimetrische Methode vorgeschlagen, deren Prinzip 
folgendes ist. Die vom Ferment in Freiheit gesetzte Siure durchbricht 
allmahlich den Puffer (dessen Menge vorher passend gewahlt ist, um 
in einem gewiinschten py-Bereich zu bleiben). Durch fortlaufende 
pu-Messungen wird die eintretende Siuerung festgestellt und aus einer 
besonders angelegten Eichkurve die Beziehung zwischen Saure und 
pa-Wert unter den Versuchsbedingungen ermittelt. 

5. Die Spaltung des d, 1-Alanin-Athylesters laBt sich wegen des 
amphoteren Charakters des Alanins ungepuffert messen. Es wird die 
Eigenverseifung dieses Esters dilatometrisch verfolgt. Die bei der 
Eigenverseifung pro Mol gebildetes Alanin entsprechende Volumen- 
verminderung betrigt 15,0 ecm. 
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Untersuchungen am Fermentmodell von Bredig und Fajans. 


Von 


P. Rona und F. Reuter. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1952.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen von Bredig mit Fajans', Creighton®, Joyner® 
und Pastanagoff* hatten gezeigt, daB in der Camphocarbonsaure und 
in der Bromcamphocarbonsaure Kérper zur Verfiigung stehen, die vor- 
ziiglich zu modellartigen Fermentstudien geeignet sind. 


Ihre Zersetzung in Kohlendioxyd und Campher bzw. Bromcampher 
folgt in geeigneten Lésungsmitteln der monomolekularen Reaktion. Diese 
Reaktion ]aBt sich durch Zugabe von Katalysatoren beschleunigen, unter 
Umstianden sogar auch in ihrem Typ vollkommen veraindern. Bredig und 
Fajans (\.c.) konnten als erste zeigen, daB bei Verwendung von optisch 
aktiven Katalysatoren, wie Chinin und Chinidin, die katalysierende Wirkung 
dieser Basen optisch orientiert ist. Sie fanden, daB bei Gegenwart geringer 
Mengen von Chinin die 1-Bromcamphocarbonsiure schneller zersetzt wird 
als ihre optische Antipode; geht man also von racemischer Bromcampho- 
carbonsaéure aus, so erhalt man nach einer gewissen Reaktionsdauer 
|-Campher und d-Bromcamphocarbonsiure. An diesem Befund konnten 
die Autoren zeigen, daB es sich hier um eine Reaktion handelt, deren Verlauf 
Analogien zu den Reaktionen der Fermente zeigt, denn gerade die optische 
Orientierung mu8 als besonderes Merkmal der Fermentreaktionen an- 
gesehen werden. 

Weitere Arbeiten derselben Schule zeigten (1. c. 2). daB die Beschleu- 
nigung, mit der verschiedene Basen die Bromcamphocarbonsaure zersetzen, 
ihrer Leitfahigkeit parallel ist. Bredig und Joyner (|. c. 3) konnten an der 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 752, 1908: Dissertation Fajans, 
Heidelberg 1910. 

2 Zeitschr. f. physikal. Chem. 81, 543, 1913. 

3 Zeitschr. f. Elektrochem. 24, 285, 1918. 

* Zeitschr. f. physikal. Chem. 112, 448, 1924. 
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Camphocarbonsaure zeigen, daB in bestimmten Lésungsmitteln mehr 

1 Mol Saéure von | Mol Base gebunden werden kann und daB die ( 
schwindigkeit der Zersetzung der Salze einer Reihe von Basen auffallend ( 
parallel geht mit der Anzahl von Mol Saéure, welche sich mit 1 Mol de 
betreffenden Base verbinden kann. Pastanagoff (l.c.) fand, daB ein 
Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit nur dann erfolgt, wenn die Siiure 
im Uberschu8 vorliegt; .in Abwesenheit von iiberschiissiger Saure erfolyt 
die Reaktion in Gegenwart von starken und schwachen Basen streng nach 
dem Gesetz erster Ordnung**. Er konnte einen Zusammenhang zeigen 
zwischen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit und der Konzentration de; 


iiberschiissigen Saure. der ¢ 
re ° ° . ° ’ saur 
Das Ziel dieser Arbeit war, in einem System, dessen maBgebende nach 
Faktoren weitgehend bekannt sind, die Beziehungen zwischen Katalysator- (0.5 
menge und Umsatzgeschwindigkeit zu untersuchen. Friihere Arbeiten wure 
(l. c. 1 bis 4) befaBten sich in erster Linie damit, verschiedene Kata- — 
e e — -_ men 
lysatoren auf ihre Eignung und Eigenschaften zu untersuchen. Wir earn 
wahlten als einzigen Katalysator das Chinin und fiihrten damit die sonc 
gesamte Arbeit durch. cam 
Nac 
Priiparate. peed 
stor 
Die d- und die d,1-Camphocarbonséiure wurden nach der Natrium. Vak 
amidomethode von Brihl' aus kiaiuflichen Campherpraparaten hergestellt. 
Eine geringe Rechtsdrehung des synthetischen Camphers wurde durch 
Zugabe der entsprechenden Menge l-Camphers aufgehoben. Es bewahrte 
sich, in Anlehnung an die verbesserte Vorschrift von J. Bredt?, nach der 
Umsetzung des Camphers die Saéure nur bis zur Neutralisation zuzugeben 
und von den Harzen abzufiltrieren, um dann erst durch Zugabe weiterer 
Saure die Camphocarbonsaure auszufallen. Durch zweimaliges Umkristalli- 
sieren aus Benzol* und Nachwaschen mit Ligroin wurden reine Priparate 
erhalten (siehe Tabelle I). Zur Herstellung der |-Camphocarbonséure muBte 
von |-Borneol (Firma Schuchardt-Gérlitz) ausgegangen werden, da es nicht ein 
gelang, im Handel |-Campher frei von viel racemischen Beimengungen zu sick 
bekommen. Das |-Borneol ({«]¥) = 37,10 in absolutem Alkohol c = 15,86) ist. 
wurde in Benzol gelést und unter staéndigem Riihren im siedenden Wasserbad Ve 
mit der entsprechenden Menge Chromsiure und Schwefelsiure oxydiert. Lig 
Der Campher wurde mit Wasserdampf abgeblasen und kondensierte sich Sp 
im Kihler. Da als Nebenprodukt bei der Darstellung der Camphocarbon gle 
saure stets etwas Borneol entsteht, wurde darauf verzichtet, den Campher 
nochmals zu reinigen. Er wurde aus dem Kiihler mit dem zuerst abgeblasenen 
Benzol herausgelést, und zwar wurde dieses Benzol immer wieder verwendet, _ 
so daB der Campher darin angereichert wurde. Die benzolische Lésung 
wurde dann mit Natriumsulfat griimdlich getrocknet und direkt auf can 


1-Camphocarbonséure* verarbeitet. Wie Tabelle I zeigt, kommt man auf 
diesem einfachen Wege zu vollig reiner 1-Camphocarbonsaure. 


' Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 36, 1305, 1903. 

2 J. pr. Chem. (2) 104, 10, 1921. 

3 Balcolm, Diss. Heidelberg 1905, S. 9. 

4 Bredig u. Balcolm, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 740, 1903. 
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Tabelle I. 





. - P Titration mit 
a el Coeaeapaaee (a)? in abs. Alkohol NaOH in alkoholi- 
carbonsaure . . 
o¢ scher Lisung 


127 61,46 (ec = 9,79) 100,1 % 
127 — 61,72 (¢ 10,40) 99,8 % 
134 ’ 99,9 % 


Fajans, Creighton und Pastanagof/ konnten bei der direkten Bromierung 
der Camphocarbonsaure in Eisessig' keine véllig reine Bromeamphocarbon- 
siure erhalten. Wir wahliten deshalb mildere Bedingungen fiir die Bromierung 
nach dem Verfahren von K.W. Rosenmund u. W.Kuhnhenn®. 98g 
(0.5 Mol) Camphocarbonsaéure wurden in 300 cem Eisessig gelést., Hierzu 
wurde eine Lésung von 9,88 g Pyridin ('/, Mol) und 24,5 g ('/4 Mol) Schwefel- 
siure in 25 cem Eisessig gegeben und zu dem Gemisch die berechnete Brom- 
menge ('/, Mol Br,), die mit dem vierfachen Volumen Eisessig verdiinnt 
war, tropfenweise zugegeben. Die Bromierung verliuft sehr schnell, be- 
sonders am Sonnenlicht. Durch Zugabe von Wasser wurde die Brom- 
camphocarbonsaure ausgefallt und zur Vervollstandigung der Fallung tber 
Nacht in den Eisschrank gestellt. Nach dem Abfiltrieren wird griindlich 
mit Eiswasser bis zum Verschwinden der Essigsiure und der Bromwasser- 
stoffsiure gewaschen, und iiber Phosphorpentoxyd und festem Atzkali im 
Vakuumexsikkator mehrere Tage getrocknet. Ausbeute etwa 65° 

3,135, 3,859 mg Substanz. 1,577, 2,010 mg H,O 
5,484, 6,751 ., CO, 
4,590, 4,439 ,, ‘i 3.161, 3,030 .. AgBr 


(,,H,,;0;Br. Ber.: C 47,99, H 5,50, Br 29,06 
Gef.: © 47,71, H 5,63, Br 
C 47,71, H 5,83, Br: 


Die Bromecamphocarbonsaure unterliegt bei lingerer Aufbewahrung 
einer allmahlichen Zersetzung in Bromcampher und Kohlensaiure, wie 
sich schon am Geruch feststellen li8t, da Bromcamphocarbonsaure geruchlos 
ist. Es wurden die Praparate daher vor ihrer Benutzung zu kinetischen 
Versuchen stets einmal aus Ejisessig umgeschieden und griindlich mit 
Ligroin gewaschen, um den Bromcampher sicher zu entfernen. Bis auf 
Spuren gelang dies auch stets, so daB die Versuche mit Praparaten von 
gleicher Reinheit angestellt werden konnten. 


Tabelle Il. 





: Titration mit 
Brom- Schmelzpunkt 20; , " .. ing i 
camphocarbonsadure -— (@)7) in abs. Alkohol NaOH in alkoholi- 
( scher Lisung 


119 89.85 (« — 1,202) 98,7 °, 
110 — 88.94 (e 1,447) 99,3 °,, 
d.l 130 - 190.2 ° 


1 Q. Aschan, Ber. 27, 1445, 1894. 
2 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 56, 1262, 2042, 1923. 
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Das als Katalysator verwendete Chinin wurde im Vakuum iiber P,(), 
bei 100° getrocknet. F. 173° (unkorr.) Acetophenon (Kahlbaum) wurc: 
mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum destilliert. 


Die Zersetzung der Bromcamphocarbonsiure wurde durch Be. 
stimmung der entstandenen Kohlensiure gemessen. Die Kohlensiure 
wurde durch einen Stickstoffstrom von ca. 2'/, Liter pro Stunde fort 
gefihrt. Der Stickstoff wurde einer Bombe entnommen. Er passierte 

nacheinander — einen Trockenturm mit Natronkalk, je eine 40 cm 
hohe Waschflasche mit 50°, Natronlauge und mit gesittigter Baryt- 
l6sung und zum Trocknen mehrere Waschflaschen mit konzentrierte 
Schwefelsaure. In den Waschflaschen trat das Gas durch Jenaer Gas- 
verteilungsrohre aus, die eine feine Verteilung und damit eine gute 
Reinigung bewirkten'. Vor das ReaktionsgefaB wurde noch ein Stré- 
mungsmesser und ein offenes Quecksilbermanometer als Uberdruck- 
ventil geschaltet. 


Die Reaktion wurde in nebenstehend abgebildeter Apparatur unter- 
sucht (Abb. 1). Auf das Kélbchen A ist ein Zwischenstiick B gesetzt, an 
welchem der Energiexiihler C und die Biirette D mittels Schliffen sitzen 
Die Biirette faBt 2 ccm und ist so aufgesetzt, daB ihre Spitze frei in das 
ReaktionsgefiB A hineinragt. Sie kann durch ein T-Stiick und geeignete 
Schlauchverbindungen dem Gasstrom parallel geschaltet werden, so dai 
es méglich ist, auch wahrend der Reaktion und wenn Uberdruck in dem 
System herrscht, Lésungen, z. B. den Katalysator, durch D in A zu geben. 
Wurde die Biirette nicht benétigt, so wird an ihrer Stelle eine Verschlu8 
kappe aufgesetzt. Alle Teile der Apparatur werden durch Federn zusammen- 
gehalten. Zur Kondensation des mitgerissenen Acetophenons dient ein 
Energiekiihler, der mit Wasser von etwa 30° beschickt wurde. Wir wahlten 
diese Anordnung, da das bei 22° schmelzende Acetophenon bei Kiihlung 
bei tieferen Temperaturen vom Gasstrom leicht staubférmig mitgefiihrt 
wird, ferner weil es auf diese Weise eher méglich war, das Volumen des 
Reaktionsgemisches konstant zu halten, als wenn man es ausgefroren 
hatte (l.c. 1 bis 4). 

‘Von dem Kiihler wurde der Gasstrom durch Druckschlauch zu einem 
Dreiweghahn geleitet, so daB er auf zwei Leitungen geschaltet werden 
konnte. 

Zur Bestimmung der Kohlenséure wurde der Gasstrom durch n/20 
Barytlauge geleitet; die unverbrauchte Lauge wurde mit n/10 Salzséure 
zuriicktitriert. Zur Absorption dienten nebenstehend abgebildete GefaBe 
(Abb. 2). Sie sind zylindrisch, 11 cm hoch und haben 3,5 cm Durchmesser. 
Der Gasstrom tritt durch ein Jenaer Gasverteilungsrohr A ein. Die Platte 
ist so angebracht, daB ihr unterer Rand méglichst dicht iiber dem Boden des 
GefaBes liegt, aber doch weit genug entfernt ist, damit sich dort kein Nieder 
schlag festsetzen kann. Oben sind zwei Tuben B und C eingeschmolzen. 
Auf den engeren Tubus B wird mit Schlauch ein kleiner Hahn D gesetzt 
und auf den anderen Tubus C ein Tropfenfanger Z, mit Druckschlauch, beide 
mdéglichst kurz, so da8 Glas an Glas st6Bt. Zur Fiillung mit Barytlauge 
wird das GefiB mit Stickstoff ausgespilt, dann der Tropfenfanger mit 


1 F. Friedrichs, Chem. Fabrik 4, 203, 1931. 
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dem Verbindungsgummi abgenommen und aus einer Birette 40 cem n/20 
Barytlauge zugegeben, derart, daB die Spitze der Biirette mdéglichst tief 
in das AbsorptionsgeféiB gebracht wird. Setzt man den Tropfenfanger 
wieder auf und verschlieBt ihn und das Gaseinleitungsrohr F mit Druck- 
schlauch, der abgeklemmt oder durch Glasstab verschlossen ist, so sind die 
AbsorptionsgefaBe tagelang haltbar, ohne ihren Titer zu verandern. Wenn 
auch die einzelnen AbsorptionsgeféBe bis zu 80°, ihrer Kapazitat die 
gesamte zugefiihrte Kohlensiure verlustlos absorbierten, so wurde doch 
stets noch ein weiteres AbsorptionsgefaB dahintergeschaltet, an den 
Tropfenfanger durch Druckschlauch angesetzt, um eventuell nicht ab- 
sorbierte CO, abzufangen. Dieses zweite GefaB wurde wahrend eines 














Abb. 1. Abb. 2. 


Versuchs fortlaufend benutzt und gestattete somit stets eine Kontrolle 
iiber Verluste. Sie iiberstiegen aber niemals 1", der gesamten entwickelten 
Kohlensaure. 

Die Riicktitration der unverbrauchten Barytlauge wurde im Stickstoff- 
strom vorgenommen. Man 6ffnet den kleinen Hahn D, nimmt den Tropfen- 
fanger E ab und spilt £ mit einigen Kubikzentimetern kohlensaurefreien 
Wassers aus, die man zur iibrigen Barytlauge gibt. Dann stellt man den 
Stickstoffstrom an und titriert mit n/l10 Salzsiure die unverbrauchte 
Barytlauge zuriick; die Spitze der Biirette ftihrt man durch den Tubus C 
méglichst weit in das GefaB ein. Man titriert vorerst bis zum beginnenden 
Umschlag, stellt dann den Stickstoff ab und laBt die fast neutrale Lésung 
in das Gaseinleitungsrohr F zuriicksteigen, um dort verbliebene Lauge 
herauszuspiilen. Dieses wiederholt man noch zweimal und titriert dann 
bis zu Ende. 

Da von alkalisch nach sauer titriert wurde, war es nicht empfehlens- 
wert, Phenolphthalein als Indikator zu benutzen, da man hiermit auf farblos 
titriert hatte. Wir nahmen Thymolblau, das im selben Intervall umschlagt. 
Man mu8 darauf achten, daB das ausgefallene Bariumcarbonat gerne 
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Alkali absorbiert, das erst bei kraftigem Schiitteln des Reaktionsgefii jes 
mittitriert wird. Bei geringer Ubung gelingt es aber, diesen Fehler 2), 
vermeiden. 

Durch Bestimmung bekannter CO,-Mengen, die aus Sodalésung durc| 
allmahliche Zersetzung frei gemacht wurden (in der benutzten Apparatur), 
konnte die Brauchbarkeit der Methode nachgewiesen werden. Der Fehle; 
iiberstieg nicht + 0,3°,. Zur Berechnung der Versuche wurde die gesamte 
jeweils entwickelte Kohlenséure in Kubikzentimeter der n/10 Salzsaure, 
die zur Riicktitration der Barytlauge benutzt wurde, ausgedriickt. Vor 
jedem Versuch wurden etwa 100 mg des verwendeten Substrats gegen die 
zur Absorption spater benutzte Barytlauge titriert (in alkoholischer Lésung). 
Daraus wurde, da der Faktor Barytlauge: Salzsiure ebenfalls bestimmt 
worden war, berechnet, wieviel .,,Kubikzentimeter HCl‘: die eingewogene 
Substratmenge entspricht. 

Im folgenden wird ein Versuch ausfiihrlich beschrieben werden 
Alle iibrigen Versuche dieser Arbeit sind in der gleichen Weise angestellt 
worden. In A wurde das Substrat eingewogen. Da die Priparate sich 
stets beim Stehen etwas zersetzen, wurde vor dem Einwiegen in etwa 
100 mg des Praparats, die in absolutem Alkohol gegen n/10 Natronlauge 
titriert wurden, der Titer des Priparats bestimmt und die genau 1,00 ¢ 
Bromcamphvocarbonsaiure entsprechende Menge eingewogen'. Dann 
wurde das Lésungsmittel — Acetophenon — zugegeben, der Kiihler 
und die Biirette oder die Kappe aufgesetzt und die Apparatur mit Stick 
stoff ausgespiilt. Wurde nachher bei 40° gearbeitet, so wurde diese 
Zeit (etwa 10 Minuten) benutzt, um die Lésung auf die richtige Tem- 
peratur zu bringen, da bei dieser Temperatur die unkatalysierte Zer- 
setzung in dieser Zeit zu vernachlassigen ist. Wurde die Reaktion bei 
héheren Temperaturen untersucht, so wurde die Apparatur bei Zimmer- 
temperatur luftfrei gespiilt und dann erst in den Thermostaten? gebracht. 

Von dem Katalysator — Chinin — wurde eine bekannte Menge 
in Acetophenon gelést und aus der Biirette D zugegeben. Die Konzen- 
tration wurde so gewahlt, daB der Katalysator in 1 bis 2 cem enthalten 
war. Wegen der beachtlichen Viskositat dieser Lésungen kann man an 
der Biirette erst nach etwa 1/, Stunde die zugefiigte Menge ablesen. 
Bei geringer Ubung gelingt es aber leicht, den Nachlauf so zu schatzen, 
daB man doch eine bestimmte Katalysatormenge genau zufiigen kann. 

Bei Versuchen mit Katalysator wurde die Zeitrechnung mit dem 
Moment der Zugabe des Katalysators begonnen, bei anderen Versuchen, 
die gewohnlich bei héheren Temperaturen ausgefiihrt wurden, mit dem 
Augenblick des Eintauchens in den Thermostaten. 


1 Fajans konnte zeigen, daB Bromcampher keinen EinfluB auf die 
Reaktion hat. Vgl. auch S. 468. 

2 Der Thermostat wurde mit Hilfe eines elektrischen Tauchsieders 
und eines Quecksilber-Toluol-Thermoregulators auf + 0,05° konstant ge- 
halten. 
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Dann wurde das erste AbsorptionsgefaB angeschaltet. Die Vor- 
lagen wurden gewechselt, wenn sie ungefihr zur Halfte verbraucht 
. . . . s . 
waren, was sich bei einiger Ubung leicht erkennen laBt. 


Beispiel der Berechnung: 0,1464g Bromcamphocarbonsaure — ver- 
brauchen 5,10cem NaOH (0,1015n). Das Praparat war also 97,25° jig. 
Eingewogen zum Versuch daher 1,0283 g (statt 1 g). 

0,1044 ¢ Bromeamphocarbonséure verbrauchen 7,20cem der spéater 
benutzten Barytlauge. Faktor Ba(OH),: HCl 1,885. 1,0283g¢ Brom- 
camphocarbonsaéure entsprechen 75,24 cem H Cl. 

In die Vorlagen wurden 39,88cem Ba(OQH), [bei dem schnellen Zu- 
laufen der 40,00 cem Ba(OH,) beim Fiillen der Vorlagen ist der Biiretten- 
fehler von 0,12 cem nicht zu vernachlassigen], entsprechend 21,15 cem HCl, 
eingefillt. 


Tabelle II]. 





Fo ri ok titeio Verbrauch 0/4 Substrat 
Zeit Riicktitriert pS a gg 


Min. com BO ~~" a entspr. 75,24 cem HCI 
35 15,18 5,97 5,97 79 
75 12,80 8,35 14,32 19,0 

143 9,60 11,55 25,87 34,4 

213 10,48 10,67 36,51 48.5 


Zur Priifung der Methode bestimmten wir die Konstanten der 
monomolekular verlaufenden Zersetzung der d-Camphocarbonséure 
(1 g in 10 cem Acetophenon) und fanden A = 0,00116 (Fajans: 0,001 14, 
Creighton: 0.00112 und Joyner: 0,00115). 

Die monomolekularen Konstanten der unkatalysierten Zersetzung 
der Bromeemphocarbonsiure sind in der folgenden Tabelle wieder- 
gegeben (1 g Substrat in 10 cem Acetophenon). 


Tabelle IV. 





KT +10 
Brom- a K ; 
campho- remperatur Kr 
carbonsadure senitital —_ a c - ESE 
oC unsere Werte Creighton * unsere Werte Creighton * 
d 81,2 0,0072 0,0121** 
l 81,2 0,0073 0,0121** 
d, 1 81,2 0,0071 — 
d, 1 71,2 0,0028 0,00503*** 2,54 2,40 
d, 1 61,2 0,0012 0,00212+ 2,34 2.37 
* 1c. 2, S. 551. — ** 80°. see 790, — + 609. 


Wir konnten die Werte von Creighton nicht bestitigen. Da- 
gegen besteht gute Ubereinstimmung in den Temperaturkoeffizienten 
pro 10°. 
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Experimenteller Teil. 
Die Abhangigkeit der Umsatzgeschwindigkeit von der Katalysato, 
konzentration untersuchten wir zundchst in felgender Versuchsanord. 
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Abb. 3. 







Zeit-Umsatz d-Bromcamphocarbonsiure. 
Kurve Nr.: I I lI IV Vv VI 
mg Chinin: 11,3 284 34,1 44,8 52.0 765 






{dz 


lat Bl 






0.72 1,93 2,05 2,92 3,00 4,80 
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Abb. 4. 
Zeit-Umsatz 1-Bromcamphocarbonsiure. 
Kurve Nr.: I II Ill IV Vv VI VII 
mg Chinin: 5,23 21,8 28,7 33,9 48,2 52.6 61.0 
dz m - 
: 0.30 1,39 2,10 256 3,39 3,75 4.68 
dt Jjmax 





nung: 1g Bromcamphocarbonsiure wurde in 10 ccm Acetophenon 
gelést und verschiedene Mengen Chinin in 1 bis 2 ccm Acetophenon 
gelést zugegeben. Diese Versuche wurden bei 41,2° (— 0,05°) ausgefiihrt, 
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einer Temperatur, bei der, wie aus der oben angegebenen Tabelle zu 
entnehmen ist, die unkatalysierte Zersetzung fiir kurze Zeitriume zu 
vernachlassigen ist, andererseits die katalysierte Reaktion bei den 
benutzten Chininkonzentrationen eine bequem meBbare Geschwindig- 
keit besitzt. Es wurden d-, l- und d, l-Bromcamphocarbonsiure unter- 
sucht. Die Kurven haben, sowie eine gewisse Katalysatorkonzentration 
iiberschritten wird, S-férmige Gestalt. Charakteristisch ist in erster 
Linie der Neigungswinkel, den ihr mittlerer, angendhert linearer 
Ast mit der (Zeit-) Abszisse bildet. Es zeigt sich die nicht zu 
erwartende Erscheinung, daB die Umsatzkurven einen Verlauf zeigen 
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Abb. 5. 
Zeit-Umsatz dl-Bromcamphocarbonsaure. 
Kurve Nr.: I II Ill IV Vv 
mg Chinin: 7,35 21,1 26,1 40,8 67,1 


0,32 1,56 1,92 3,15 4.9 





sz 
dt 
wie autokatalysierte Reaktionen. Schon Creighton konnte zeigen 
(l. ec. S. 549), daB die Umsatzgeschwindigkeit im Laufe der Reaktion 
durch ein Maximum geht, ohne daBb aber seine Kurven den von uns 
gefundenen typischen Verlauf zeigen. Wir halten unsere Kurven fiir 
experimentell gesichert, denn in der oben angegebenen Versuchs- 
anordnung ist hinreichend Gewahr fiir unsere Befunde gegeben. 


max” 


Der Verlauf .-r Kurven erlaubt es leider nicht, wie es bei Ferment- 
reaktionen z. B. sehr oft méglich ist, die Anfangsgeschwindigkeit der 
Reaktion fiir Berechnungen zu benutzen. Denn es ist hier nicht be- 
rechtigt, am Ordinatenursprung die Tangenten anzulegen, um damit ein 
MaB fiir die Anfangsgeschwindigkeiten zu erhalten. Wir beschranken 
daher unsere rechnerischen Untersuchungen auf den mittleren, annahernd 
linearen Teil der Kurven. Der Neigungswinkel dieser Geraden wird am 
einfachsten dargestellt durch den Differentialquotienten des Umsatzes 
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nach der Zeit (dx/dt). Tragt man diese Differentialquotienten gegen di 
zugehérigen Katalysatormengen (in Milligramm) auf, so erhalt mar 
die in Abb. 6 wiedergegebenen Geraden. Wir haben die in Abb. 3 
bis 5 dargestellten mittleren Werte benutzt. 


6,0 

















0 50 
mg Chinin 
Abb. 6. 


‘ . acini ,, [az ‘ 
Abhangigkeit der maximalen Umsatzgeschwindigkeit FA von} der Chininkonzentration. 


max 
Kurve I l- und dl-, Kurve II d-Bromecamphocarbonsiure. 


Es ergibt sich der Befund, daB die durch die linearen Teile der 
Kurven (Abb. 3 bis 5) dargestellten maximalen Umsatzgeschwindig- 
keiten den zugehérigen Katalysatormengen direkt proportional sind. 
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Abb. 7. 
Zeit-Umsatz di-Bromeamphocarbonsaure bei 61,2° C. 
Kurve Nr. : I II Ill IV 
mg Chinin: 0 1,96 3,96 4,77 


pro 1g Substrat in 10cem Acetophenon. 


Auffallend ist, daB die Kurven fiir ]- und d, l-Bromcamphocarbonsiure 
zusammenfallen, wahrend fiir die d-Bromcamphocarbonsiure 
Gerade mit einem etwas geringen Neigungswinkel gefunden wird. 
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Es war von besonderem Interesse, zu verfolgen, bei welchen Kata- 
lysatorkonzentrationen die Anderung des Reaktionstyps von der 
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onomolekularen Reaktion der unkatalysierten Reaktion zur auto- 
<atalytischen Reaktionsform erfolgt. Diese Untersuchung wurde bei 
1,2° vorgenommen, da bei der bisher benutzten Temperatur von 41,2° 


blieben. 

Die Kurve I gibt den Verlauf der freiwilligen Zersetzung der Brom- 
icamphocarbonsiure bei 61,2°C wieder, d.h. die Reaktion ohne Kata- 
lysator. Es lassen diese Versuche deutlich erkennen, wie sich bei ge- 
ringen Anderungen der Katalysatormenge der Reaktionsmechanismus 
‘iindert. Wahrend die Reaktion bei Gegenwart von 2 und 4 mg Chinin 
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Abb. 8. (Vgl. Tabelle S. 466.) 
Zeit-Umsatz dl-Bromcamphocarbonsiure bei wechselnder Substratkonzentration 
und konstanter Chininkonzentration (41,2° C.). 


noch einen typisch logarithmischen Charakter zeigt, wird durch eine 
Erhéhung der Katalysatorkonzentration um 20°), auf 4,8 mg Chinin, 
der in den vorhergehenden Abbildungen gezeigte autokatalytische 
Reaktionsverlauf bewirkt. 


Die monomolekulare Reaktionskonstante bei 61,2° wurde zu 
0,0012 bestimmt (vgl. Tabelle IV) und daraus Kurve I in diesem 
Intervall berechnet. 

Wir hatten oben eine einfache Beziehung zwischen Katalysator- 
menge und maximaler Reaktionsgeschwindigkeit gefunden, wobei wir 
die Substratkonzentration konstant hielten. Wir priiften daher die 
Frage ebenfalls, welchen Einflu8 eine Anderung der Substratkonzen- 
tration..bei gleichbleibender Katalysatorkonzentration auf die Umsatz- 
geschwindigkeit hat. Wir wiahlten folgende Versuchsanordnung: 
1g d, 1-Bromcamphocarbonsaiure wurde in (a — 10) ccm Acetophenon 
gelést und dann 2a mg Katalysator in 10 ccm Acetophenon zugesetzt, 
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so daB seine Konzentration 2 mg/ccm betrug. Bei dem Gesamtvolum: 
a =80ccm wurde also erst 1g Substrat in 70cem Acetophen 
gelést und nachher 160mg Chinin in 10ccm Acetophenon gelis 


zugesetzt. 
8 Tabelle zu Abb. 8. 





y °/9 Brom- 
-— Gesamt- 0 
Barve —— camphovarbons&éure 
. volumen a 5 ati 
Nr. | (Chinin 2 mg/cem) 


dzidt 
(max) 


(vgl. auch Abb. 5 Kurve IT) 


I 10 10 1,54 
I] 20 5 5,75 
III 40 2, 5,95 
IV 80 525 6,66 


se 


Die Versuche zeigen, daB sich die maximale Reaktionsgeschwindig- 
keit unter diesen Bedingungen bei steigenden Katalysatormengen 
und konstanter Katalysatorkonzentration einem Grenzwert nahert. 
Dieses Ergebnis lieB sich nach den vorherigen Versuchen nicht unbedingt 
erwarten. Es hatte ebensogut gefunden werden kénnen, daB fiir die 
GréBe der maximalen Umsatzgeschwindigkeit nur das Mengenverhaltnis 
zwischen Katalysator und Substrat maBgebend ist. Offensichtlich ist 
dies nicht der Fall. 

Es muBte die Méglichkeit erwogen werden, daB das Lésungsmittel 
auch in den Zersetzungsvorgang katalysierend eingreift. Um diese Frage 
zu entscheiden, untersuchten wir, ob die Zersetzung der d, ]-Bromcampho- 
carbonsiure in Acetophenon von der Substratkonzentration abhangig 
ist, auch wenn kein Katalysator zugegen ist. Die Untersuchung wurde 
bei 81,2° ausgefiihrt. Wir hatten oben die Konstante Kg, . = 0,0071 
gefunden, wenn 1g d,1-Bromcamphocarbonséure in 10 ccm Aceto- 
phenon gelést ist. Lésten wir dieselbe Substratmenge in 40 ccm, so 
fanden wir K = 0,0069 und in 80 cem K = 0,0071. Es ist also kein 
EinfluB des Lésungsmittels auf die unkatalysierte Zersetzung der 
Bromcamphocarbonsaure festzustellen. 


Diskussion. 

Kurven, die sehr ahnlich den in Abb. 3 bis 5 dargestellten sind, 
hatte NV. Ishizaka! und H. Freundlich und H. Schucht® bei ganz anders- 
artigen Untersuchungen gefunden. Sie fanden, daB sich diese Kurven 
mathematisch formulieren lassen durch: 

dx/dt = 2kt. (1 + bx) (1 — 2)? 
oder mit gleichem Erfolg* durch 
da/dt = 2kt.(1 + bx) (1 — 2), 
' Zeitschr. f. physikal. Chem. 83, 97, 1913, und zwar S. 114. 


2 Ebendaselbst 85, 660, 1913, und zwar §S. 671. 
3 Freundlich u. Ishizaka, ebendaselbst 85, 398, 1913. 
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ine bei der benutzten Methodik zwischen diesen beiden Formulierungen 

entscheiden zu kénnen. k und 6 bedeuten Konstanten, die Anfangs- 
substratkonzentration wird gleich 1 gesetzt; x bedeutet die umgesetzte 
Menge zur Zeit ¢. 

Eine analoge mathematische Formulierung la8t sich fiir unsere 
Zeit —Umsatzkurven finden, wenn man sich auf einen Bereich der Kata- 
lysatorkonzentration bewegt, in dem die S-Form der Kurven aus- 
gepragt ist (Abb. 3 bis5, und Abb. 7, Kurve IV). Wir haben aber davon 
abgesehen, einen mathematischen Ausdruck zu bilden, denn sie liefert 
uns auch keine Erklarung fiir den Anfangsteil der Kurven; 6 ist eine 
Konstante, die ,,eine Funktion des fiir den Wendepunkt giiltigen 
x-Wertes‘‘! ist. Die Katalysatorkonzentration steckt in der Kon- 
stanten k. Es wiirde sich daraus dieselbe lineare Beziehung zwischen k 
und Katalysatormenge ergeben, wie wir sie zwischen (dx/dt),,,, und der 
Katalysatormenge gefunden haben. 

Der Anfangsteil der Kurven erinnert stark an die Induktion, die 
Willstdtter, Kuhn, Memmen und Lind?, ferner Bamann und Schmeller*® 
bei der lipolytischen Hydrolyse von Mandelsaureathylester gefunden 
hatten. Sie konnten aber iiberzeugend nachweisen, daB diese anfingliche 
Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit durch geringe Mengen einer 
Verunreinigung, des Benzoylameisensaureesters, verursacht worden 
war, dessen Affinitét zum Katalysator, dem Ferment, sehr groB war 
gegeniiber der Affinitét der Mandelsiure, so daB die eigentliche Zer- 
setzung der Mandelsaure erst eintreten konnte, als die Verbindung 
..Verunreinigung—Ferment“ zerfallen war. Ubertragen wir diese 
Uberlegung auf unseren Fall: Die Substratmenge war stets lg 
= 3,6 Millimol (Molgewicht der Bromcamphocarbonsaiure 275); die 
Chininmenge variierte zwischen 5 und 70 mg = 0,012 bis 0,16 Millimol 
(Molgewicht 423). Um den gesamten zugesetzten Katalysator, in unserem 
Falle Chinin, zu binden, geniigte also eine Verunreinigung des Substrats 
von 0,03 bis 4°; hatte diese Verunreinigung eine erheblich gréBere 
Affinitat zum Chinin, war sie also eine erheblich starkere Saure als die 
3-Bromcamphocarbonsaure (3) und wiirde sie auch zerfallen, so wiirde 
sie in dem genannten Konzentrationsbereich geniigen, um den Verlauf 
der Reaktion zu erklaren. Der Gang der Herstellung der Praparate, 
ihre Analysenwerte, das Ausbleiben der ,,Induktion“ bei niedrigeren 
Chininkonzentrationen, wie auch der Verlauf der unkatalysierten Zer- 
setzung sprechen gegen eine solche Annahme. Sie ist aber nicht vollig 
abzulehnen. 


1 Ishizaka, |. c. 8. 127. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 303, 1927. 
3 Hbendaselbst 188, 251, 1930. 
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Zur Erklarung der anfanglichen Hemmung der Reaktionsgeschw in. 
digkeit muB auch die Méglichkeit erwogen werden, daB der im Laut 
der Reaktion entstehende Bromcampher einen férdernden EinfluB «ui 
die Reaktionsgeschwindigkeit hat. Denn wahrend der ,,Induktions. 
periode‘ (Bamann, |. c.) ist seine Konzentration am geringsten. Dieser 
Erklarungsversuch la8t sich aber durch einen Versuch von Fajans 
{l. c. S. 395) negativ entscheiden. Fajans lieB 1 g Bromcamphocarbon. 
siure sich in Gegenwart von Chinidin (das sich vollkommen analog 
Chinin verhalt, nur optisch umgekehrt elektiv wirkt) zersetzen und ga} 
nach Ablauf der Reaktion neuerdings 1 g Substrat zu dem Reaktions. 
gemisch: Er fand denselben Reaktionsverlauf, obgleich die zweite 
Reaktion sich in Gegenwart von Bromcampher schon von Beginn an 
abspielte. 

Bei der Untersuchung der optischen Aktivierung der d, l-Brom. 
campher. arbonséure hatten Fajans und Creighton geringere Drehungs- 
werte sowohl bei der Saure als bei dem Bromcampher gefunden, als sic 
theoretisch aus den Umsatzkurven der d- und der |-Modifikation be- 
rechnet hatten. Pastanagoff konnte dieses bestatigen (in Acetophenon 
wie auch in Nitrotoluol). Er macht die Annahme, da8 bei der inaktiven 
Saure der Katalysator sich nicht gleichmaBig auf beide Komponenten 
verteilt. Eine derartige Annahme ist uns heute nicht fremd, denn sie 
ist die Grundlage der gesamten Arbeiten tiber die optische Elektivitat 
der Fermente. Pastanagoff arbeitete mit Chinidin. Er fand, daB die 
Zersetzungskurve des Racemats nicht in der Mitte zwischen den Zer- 
setzungskurven der optisch aktiven Modifikationen, vielmehr naher 
der |-Zersetzungskurve liegt. Wir fanden fiir Chinin (Abb. 6), daB sich 
beim Auftragen der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten gegen die 
zugehérigen Katalysatormengen fiir ]- und d, l-Bromcamphocarbon- 
sdure nur eine Gerade ziehen 1aBt, daB also, wenn man von den Versuchs- 
‘fehlern absieht, die Geraden fiir die 1-Modifikation und fiir das Racemat 
dicht beieinander liegen miissen. Dieser Befund JéBt sich nur durch 
die Annahme erklairen, daB beim Racemat die Verteilung des Kata- 
lysators ungleichmaBig auf die beiden Komponenten erfolgt, d. h. dai 
er zum gréBeren Teil an die |1-Modifikation gebunden ist, die damit 
fiir den Verlauf der katalysierten Zersetzung des Racemats maBgebend 
wird. Wir kommen also auf Grund anders gewonnener Erfahrungen 
zu demselben SchluB wie Pastanagoff. 


Zusammenfassung. 


1. Der Einflu8 der Chininkonzentration auf die Zersetzung der 
Bromcamphocarbonsaure, gelést in Acetophenon, wird untersucht 
Durch das Chinin wird der Reaktionstyp bei der Zersetzung verandert 
Aus der monomolekular verlaufenden Zersetzung der Bromcampho- 
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carbonséure ohne Katalysator werden mit steigender Konzentration 
les Chinins S-férmige Umsatzkurven erhalten, die an autokatalytisch 
verlaufende Reaktionen erinnern. 

2. In einem Bereich der Chininkonzentration, in dem die Umsatz- 
kurven S-foérmige Gestalt zeigen, ist die maximale Umsatzgeschwindig- 
keit (da/dt),,,, der Chininkonzentration proportional. Tragt man in 
einem Koordinatensystem (dx/dt),,,, gegen die zugehérigen Chinin- 
konzentrationen auf, so fallen die Geraden fiir l]- und d, ]-Bromcampho- 
carbonsdure zusammen, wahrend fiir d-Bromcamphocarbonsaure eine 
Gerade mit einem etwas geringeren Neigungswinkel erhalten wird. 

3. Bei konstanter Chininkonzentration und variierender Substrat- 
konzentration nahert sich die maximale Umsatzgeschwindigkeit einem 
Grenzwert. 

4. Ein EinfluB des Lésungsmittels — Acetophenon — auf die 
unkatalysierte Zersetzung der Bromcamphocarbonsaure ist nicht 
festzustellen. 








Die asymmetrische Spaltung homologer racemischer Mandel- 
siureester durch Menschenleberesterase. 


Von 


R. Ammon und W. Geisler. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1932.) 


FE. Bamann' fand, daB die Konfigurationsspezifitat der Menschen- 
leberesterase von der Ausgangskonzentration des Esters (d, l-Athyl- 
mandelat) abhingt. Bei niedriger Konzentration ist das Ferment 
linksorientiert, d. h. spaltet es den I-Ester im Racemat schneller als 
die d-Form, bei héherer Ausgangskonzentration ist dasselbe Enzym 
rechtsorientiert, d. h. wird der d-Ester schneller als der ]-Ester gespalten. 
Rona, Fischgold und Ammon?, Ammon und Fischgold* und Ammon 
und Geisler* haben dieses Ergebnis Bamanns auch am Methylester 
der d, l-Mandelséure bestatigen kénnen. Rona, Fischgold und Ammon. 
die diesen Befund weiter untersuchten, kamen zum SchluB, daB der 
Mechanismus der ,,Substratinversion“ nicht aus dem Zusammenwirken 
der Affinitats- und Hydrolysekonstanten der diastereomeren Reaktions- 
zwischenprodukte zu erkliren ist. Bei Anwendung der bekannten 
Ableitungen von Michaelis und Menten fiir dieses Problem treten bisher 
noch nicht geklarte Widerspriiche auf. Fischgold und Ammon® haben 
spater bei der Frage nach der GesetzmaBigkeit der Fermentsubstrat- 
bindung unter anderen folgende Erklarungsméglichkeit fiir die Substrat- 
inversion angegeben: Die beiden im Racemat vorhandenen antilogen 


' Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 1538, 1929. 
2 Diese Zeitschr. 228, 77, 1930. 

3 Ebendaselbst 284, 54, 1931. 

4 Virchows Arch. 1932, im Druck. 

5 Diese Zeitschr. 247, 338, 1932. 
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I 


Ester beteiligen sich nicht bei der Spaltung im Verhaltnis ihrer Affi- 
nitaten, sondern in einem Verhaltnis, das sich allmahlich bei Anderung 
der Anfangskonzentrationen nach einer Seite verschiebt. Diese An- 
nahme stiitzen sie durch Versuche iiber gleichzeitige Adsorption von 
Aceton und Essigséure an Tierkohle und durch Hinweise auf ahnliche 
Beobachtungen von Michaelis und Menten. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, ein weiterer Beitrag zu dem 
Befund von Bamann zu sein. Es soll die Konfigurationsspezifitat der 
Menschenleberesterase in Abhangigkeit von der Anfangskonzentration 
der vier homologen racemischen Mandelsaureester, namlich Methyl-, 
Athyl-, n-Propyl- und n-Butyl-d, l-Mandelat, an demselben Ferment- 
praparat untersucht werden. 


Methodisches. 


Die Spaltung der Mandelsiureester wurde nach der elektrotitrimetri- 
schen Methode von Rona und Ammon verfolgt, die Isolierung der vom 
Ferment in Freiheit gesetzten Mandelsiure geschah nach den im hiesigen 
Institut oft beschriebenen Verfahren. Die isolierte Mandelsiure wurde in 
méglichst wenig Wasser (1,5 bis 5ccm) geldst, filtriert, so daB durchweg 
3,0- bis 6,0°,ige Mandelséurelésungen erhalten wurden. Die Lésungen 
wurden im 1l-dm-Rohr, das einen Inhalt von 1 cem hat, bei D-Licht und 
Zimmertemperatur polarisiert. Nach der Polarisation wurde die Mandel- 
siurelésung mit n/10 oder n/20 NaOH titriert. Der Spaltungsgrad lieS 
sich sehr leicht auf den gewiinschten Grad einstellen: Gegen Schlu8B wurde 
nimlich die fiir den geforderten Spaltungsgrad noch fehlende n/10 NaOH- 
Menge in die Untersuchungsfliissigkeit gelassen. Dadurch wurde eine sehr 
geringe Alkalitat erzeugt. Es wurde nun so lange gewartet, nach beliebig 
haufiger Kontrollierung des potentiometrischen Ausschlages, bis die 
Spannung des Elementes : Untersuchungsfliissigkeit mit der Wasserstoff- 
elektrode und Kalomelelektrode 651 Millivolt betrug. 

Die Fermentlésung wurde aus dem Aceton-Ather-Trockenpulver einer 
normalen menschlichen Leber hergestellt. Es wurde der neutralisierte und 
zentrifugierte n/40 Ammoniakauszug angewandt (je 10 g Pulver auf 150 cem 
n/40 NHg). Die normale Leber stammte aus einer Leiche, die klinisch nicht 
krank und pathologisch-anatomisch normal war (Selbstmord durch Er- 
schieBen). 

Die Substrate, Methyl-, Athyl-, n-Propyl- und n-Butyl-d, l-Mandelat, 
wurden nach Fischer und Speier! aus den entsprechenden Alkoholen und 
racemischer Mandelsiure dargestellt. Der Methyl- und Athylester wurde 
umkristallisiert, der Propyl- und Butylester zweimal im Hochvakuum 
destilliert. Der Methylester ist bei gewéhnlicher Temperatur ein kristalliner 
K6érper mit dem Schmelzpunkt 52°. Die drei anderen niéchsthéheren Ester 
erstarren bei Temperaturen, die nahe der Ziromertemperatur liegen, der 
Athylester bei 34°, der Propylester erstarrte in der Kaltemischung zu teinen 
weiBen Nadeln. Findlay und Turner? geben den Schmelzpunkt von 14 bis 15° 


! Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 28, 3252, 1895. 
2 J. Chem. Soc. London 87, 753, 1905. 
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an. Der Schmeizpunkt des Butylmandelats wurde bei 20 bis 21° fe 
gestellt!. 

Der Athyl-, Propyl- und Butylester — besonders der Propylester 
sind zur bequemeren Verwendung in fliissiger Form in die Untersuchung: 
lésungen pipettiert worden. Hierzu bestimmten wir die spezifischen Goe- 
wichte dieser drei Ester. Das spezifische Gewicht des Athyl-d, 1-Mandelats 
wurde zu D®® = 1,131, das des Propyl-d, l-Mandelats zu D22.5 = 1,048 und 
das des Butyl-d, 1-Mandelats zu D225 = 1,035 ermittelt. 

Da die beiden letzten Ester bisher noch nicht als Substrate fiir Ferment 
spaltungen benutzt wurden und der d, 1-Mandelsaéureester des n-Buty!- 
alkohols bisher noch nicht beschrieben zu sein scheint'!, so wurden noch 
Elementaranalysen fiir die beiden Ester ausgefiihrt : 


Propylmandelat. Gef.: H 7,39°%, C 67,2%. 


CH 05 Ber.: H 7,24%, C 67,6%. 
Butylmandelat. Gef.: H 7,70°%, C 69.4%. 
Cyp Hyg O03 Ber.: H 7,71%, C 68,6 %. 


Die Siedepunkte fiir die beiden Ester sind: d, l-Propylmandelat bei 
0.4mm 120°, d,1-Butylmandelat bei 0,3 bis 0.4mm 127 bis 128°, bei 
14mm 161°. 

Von den vier Estern wurden noch die Léslichkeitsverhaltnisse im 
Wasser bei 35° bestimmt. Es wurden je 1 bis 6 g Ester mit 100 cem Wasser 
bei 35° tiber Nacht geschiittelt. Am nachsten Tage wurde der Flaschen- 
inhalt sorgfaltig filtriert. Ein Teil des Filtrats wurde zur Ermittlung von 
eventuell verseiftem Ester auf den Sauregehalt titriert, in einem anderen 
aliquoten Teil des Filtrats wurde der in Lésung gegangene Ester durch die 
Verseifungszahl ermittelt. Eine wisserige bei 35° estergesittigte Lésung 
von Methyl-d, l-Mandelat ist 3,99°,ig (0,241 molar), Athyl-d, l1-Mandelat 
1,57°,ig (0,087 molar), Propyl!-d, 1-Mandelat 0,67°,ig (0,0345 molar) und 
Butyl-d, l-Mandelat 0,37° ig (0,0114 molar). 

Die Ester wurden durch die benutzte Menschenleberesterase gut 
gespalten. Dies gilt auch fiir den Propyl- und Butylester, die bisher 
noch nicht als Substrate benutzt worden sind. Der angewandte Athyl- 
ester zeigte eine schwache Induktion?, bei den beiden naichsthéheren 
homologen Estern wurde keine Induktion beobachtet, obgleich sie nicht 
umkristallisiert wurden, sondern nur zweimal im Hochvakuum destilliert 
worden waren. 

Die Versuche wurden alle mit steigenden aquimolaren Estermengen, 
aber immer mit der gleichen Fermentmenge (7°) ausgefiihrt. 

Die TabellenI bis IV enthalten Angaben fiir die Spaltung des 
Methyl-, Athyl-, Propyl- und Butylesters, aus denen die Anfangs- 
konzentration des jeweils benutzten Esters, das Gesamtanfangsvolumen, 


1 J. W. Walker, J. of physik. Chem. 18, 574, 1909, macht nur Angaben 
iiber den n-Butylester der 1-Mandelséure. Er gibt den Schmelzpunkt von 31° 
und ein spezifisches Gewicht von D® = 1,072 an. 

2 Siehe Wilistatter, Kuhn, Lind u. Memmen, ZS. f. physiol. Chem. 167, 
303, 1927; Bamann u. Schmeller, ebendaselbst 188. 251, 1930. 
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» fe Tabelle I. 
Die Sp Jtung des d, l-Methylmandelats. 
ter « 
luny SO ag oi Konzen- 
n Ge. er- —— Ferment- —_ Spaltungs- Spaltungs- d wie aI - 
le] a des menge | yolumen dauer om : " — | [a Ip 
Ge@lats Nr ‘sters - , 
8 und ater ecm ecm Min. 

1 0,012 24.5 359 24 16,6 — 3,39 5,37 — 63,1 
oer 2 ~~ 0,030 14,0 200 40 16,6 |—2,92) 567 |—51,5 
uty! 3 0,030 7,0 100 46 26,6 158 315 | —501 

noch 4 0,060 7.0 100 58 16,6 — 0,79 4,47 - 17,7 

5 0,120 3.5 50 103 16,6 — 0,03 4,29 — 0,70 

6 0,181 7,0 100 236 16,6 + 0,58 3,78 + 7,67 

Tabeille 11. 
Die Spaltung des d, l-Athylmandelats. 
Konzen- 
t bei Ver- Anfangs- Ferment- a Spaltungs- | Spaltungs- tration 
bei suchs- — menge —— dauer grad a der a [a lp 
Nr. |) peters sure 
Satese ecm ecm Min. 0/9 9/9 
2 im 
asser 1 0,012 24,5 350 51 16,6 — 1,52 3,62 — 42,0 
‘hen - 2 0,030 7,0 100 129 16,6 — 0,71 3,70 — 19,2 
tees 3 0,060 7,0 100 179 16,6 — 0,45 4,30 — 10,5 
‘eam 4 | 0,120 3,5 50 230 166 +021 486 + 4,32 
1 die Tabelle I11. 
sung : 
r Die Spaltung des d, l-Propylmandelats. 
lelat I PY 
und : 
: Anfangs- | ,, Anfangs- . a a 
Ver- || molaritut Ferment- gesamt- Spaltungs- Spaltungs- ber Mandel- 
t —_ des menge _ volumen dauer grad - we sure («lp 
u Nr. Raters — 
+ Raters ecm ecm Min. 9/9 0/9 
nyl- 1 0,012 | 245 | 350 145 | 166 |—025) 510 |— 49 
pren 2 0,030 14,0 200 134 16,6 + 0,27 4,63 + 5,82 
icht 3 0,060 7,0 100 226 16,6 + 0,29 5,35 + 5,42 
j 4 0,120 3.5 50 269 16,6 + 0,48 8,65 + 13,2 
jert 5 0,120 7,0 100 295 33,2 + 0,56 3,84 + 14,55 
Tabelle IV. 
yen, ; 
‘ Die Spaltung des d, 1-Butylmandelats. 
des Anfangs- Anfangs- Reneem- 
Ver- || molar; Ferment- ~ +. Spaltungs- Spaltungs- tration 
1gs- suchs-/""°jeg "| menge | folumen dauer grad "ae | oe 
Nr. ‘ste Soure 
en, wanna eem ecm Min. 9 
ben 1 | 0,012 | 245 350 112 166 +0C44, 4,15 + 10,06 
310 2 0,015 14,0 200 162 33,2 + 0,92 4,58 + 20,02 
; 3 0,030 14,0 200 148 16,6 + 0,62 4,47 + 13,85 
i 4 0,060 7,0 100 293 16,6 + 0,51 3,99 + 12,75 
67, 5 | 0120 | 35 50 320 166 '+0,76 311 +244 
6 0,120 7,0 100 307 33,2 + 1,26 3,31 + 38,10 
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die Spaltungsdauer, der Spaltungsgrad, das gemessene « und das aiis 
der Konzentration berechnete [x], der vom Ferment in Freiheit 
setzten und isolierten Mandelsiure ersichtlich sind. 

Die Tabelle V gibt einen Uberblick iiber die {«],-Werte der avis 
den einzelnen Estern bei gleichen Spaltungsgraden (16,6°,) in steigenden 
aiquimolaren Anfangskonzentrationen erhaltenen, vom Ferment in 
Freiheit gesetzten und isolierten Mandelsauren. 


Tabelle V. 





Anfangsmolaritit 0,012 0,030 0,060 0,120 0.181 
Methylmandelat . . . | — 631 —51,5 — 17,7 — 0,70 L 7,67 
Athylmandelat. . . . | — 42,0 - 19,2 — 105 + 4.32 -~ 
Propylmandelat ... | — 491 + 582 + 5,42 13,2 
Butylmandelat . . . . | + 10,06 + 13,85 -+ 12,75 24.4 ao 


Es ist also ersichtlich (besonders aus Tabelle V), daB die Menschen- 
leberesterase die vier homologen racemischen Mandelséureester asym- 
metrisch hydrolysiert. Ferner: Die ,,Substratinversion“ ist in den 
untersuchten Konzentrationsbereichen noch am Propylester und nicht 
mehr am Butylmandelat feststellbar. Die Substratkonzentration, 
bei der das Ferment das racemische Substrat symmetrisch spaltet, 
nimmt offenbar mit steigender Zahl der C-Atome im Alkoholrest der 
Ester ab. Beim Methylester liegt diese Konzentration zwischen 0,12 
und 0,18 molar (2 bis 3°), beim Athylester zwischen 0,06 bis 0,12 molar 
(etwa 1 bis 2%) und dem Propylester zwischen 0,012 bis 0,03 molar 
(etwa 0,2 bis 0,5°,). 

Das Fallen der ,,Inversionskonzentration kénnte eventuell mit 
dem Sinken der Léslichkeit der Ester mit steigender C-Kette in Be- 
ziehung gesetzt werden, denn die weiter oben angegebenen Bestimmungen 
des Gehalts der gesattigten wasserigen Lésungen der vier Ester zeigen 
einen ungefahr ahnlichen Gang. Bei dem in Wasser am schwersten 
léslichen Butylmandelat ist keine Substratinversion feststellbar. 
Aus den Versuchen scheint noch eins hervorzugehen: Ist der Ester 
im Uberschu8 vorhanden, so ist die Konfigurationsspezifitat der 
Menschenleberesterase unabhangig von der Konzentration des Sub- 
strats. Man vergleiche dazu die Propylreihe und in gewisser Weise 
die Versuche mit dem Butylester. Die Beziehungen, die zwischen dem 
Ferment und dem Substrat bestehen, die den EinfluB auf die Kon- 
figurationsspezifitat des Enzyms bedingen, scheinen sich demnach in 
der echten Lésung des Esters abzuspielen. 

Bamann (I. c.) hat bei seiner Mitteilung iiber diese Frage gefunden, 
daB das [a], der durch Menschenleberesterase in Freiheit gesetzten 
Mandelsaéure bei 0,25°, d, 1-Athylmandelat (0,0139 molar) — 34,3° 
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betragt, bei 0,5°, Substrat (0,0278 molar) bereits + 5,8° und bei 4°, 
(222 molar) ist das [x], auf + 48,0° gestiegen. In seinen Versuchen 
liegt die Konzentration, bei der das Athylmandelat symmetrisch 


verseift wird, sehr viel niedriger als in unseren Versuchen. 


Zusammenfassung. 


Die von Bamann aufgefundene BeeinfluBbarkeit der Konfigurations- 
spezifitat der Menschenleberesterase durch Anderung der Anfangs- 
konzentration des Substrats wurde an vier homologen racemischen 
Mandelsiureestern untersucht. Als Ester wurden Methyl-, Athyl-, 
n-Propyl- und n-Butyl-d, l-Mandelat benutzt. Einige Eigenschaften 
des n-Butyl-d, l-Mandelats werden beschrieben. Die Substratinversion 
ist beim Methyl-, Athyl- und Propylester feststellbar, nicht mehr beim 
Butylmandelat. Die Abhangigkeit der Konfigurationsspezifitat der 
Menschenleberesterase scheint nur in verschiedenen Konzentrationen 
des in echter Lésung befindlichen Esters aufzutreten. 








\ 











Uber die Abhingigkeit des osmotischen Druckes und des 
Micellargewichtes von Gelatinelésungen yon der Temperatur 
bzw. von der Vorgeschichte der Lésungen. 


Erwiderung auf die Bemerkungen von J. Eggert und H. Bineer! 
zu meiner? unter dem obigen Titel erschienenen Arbeit. 


Von 


Max Frankel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitat in Jerusalem.) 


(Eingegangen am 14. Mai 1932.) 


Eggert und Bincer bemerken zu meiner Mitteilung unter dem oben 
genannten Titel, daB der EinfluB8 der Solvatation auf den osmotischen 
Druck in ihr nicht in Betracht gezogen worden sei. 

Tatsachlich enthalt aber die in Frage stehende Abhandlung auf 8. 153, 
gelegentlich der rechnerischen Auswertung der gefundenen MeBergebnisse, 
eine Diskussion tiber die Méglichkeit einer Beriicksichtigung der Solvatation. 
Es wird dort ausgefiihrt, daB die theoretischen Grundlagen fiir die rechne- 
rische Erfassung des durch Solvatation vergréBerten Eigenvolumens de 


' gelésten Teilchen (= 6 der van der Waalsschen Gleichung) zumindestens 


fiir den vorliegenden Fall zu wenig gesichert erscheinen, um ihre Anwendung 
zuzulassen*; daB es aber andererseits keinen ausschlaggebenden Fehler 
bedeutet, den bei den niedrigen Konzentrationen der gemessenen Gelatine- 
lésungen verhaltnismaBig nur kleinen Anteil der Solvatation am osmotischen 
Druck nicht abzusondern 4. 

Es ist nach diesen Ausfiihrungen klar, daB gegen die in Rede stehende 
Untersuchung der Vorwurf, das Phinomen der Solvatation iibersehen zu 
haben, nicht erhoben werden kann. 

Halt man sich aber den augenblicklichen Stand unserer tatsachlichen 
experimentellen Mittel vor Augen, so drangt sich die Frage auf, ob es fiir 


! Diese Zeitschr. 247, 85, 1932. 

2 Ebendaselbst 240, 149, 1931. 

3 Es handelt sich um die Annahme der Konstanz des Micellargewichtes 
bei verschiedenen Konzentrationen. 

* In dem gleichen Sinne sprechen sich iibrigens in ihren Bemerkungen 
auch Eggert und Bincer fiir mittlere Temperaturen und kleine Kon- 
zentrationen aus. 
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e chemische Betrachtung der kolloidléslichen Hochmolekularen heute von 
ruchtbarkeit ist, die Solvatation, die eine Teilerscheinung der Betatigung 
wischenmolekularer Krafte namlich die zwischen geléstem K6érper und 
.Osungsmittel darstellt, abzusondern von der anderen, die die Wirksam- 
keit der intermolekularen Krafte zwischen den in sich durch Hauptvalenzen 
zusammengehaltenen organischen Komplexen selbst betrifft. Alle diese 
issoziierenden Krafte sind in ihrem, zurzeit noch kaum befriedigend zu 
trennenden Zusammenwirken an der Ausbildung der kolloiden Micelle 
heteiligt. 

Eqgert und Bincer fiihren aus, daB meine ,,Annahme der Assoziation 
von Gelatineteilchen in Einklang steht mit den Ergebnissen anderer Forscher, 
die unabhangig vom osmotischen Druck auf Grund anderer Erscheinungen 
zur Annahme temperaturabhangiger Assoziationserscheinungen bei der 
Gelatine fiihren‘’. Sie zitieren als Beleg hierfiir eine Reihe von Autoren, 
deren diesbeziiglichen Untersuchungen vom Jahre 1929 an erschienen sind. 

Da diese Formulierung eine irrige Beurteilung der Sachlage hervor- 
zurufen geeignet ist, scheint eine Klarstellung angebracht. Tatsachlich 
wurde durch uns in einer fortgesetzten Reihe von Abhandlungen', itibrigens 
gleichfalls auf Grund anderer als osmotischer Befunde, die Assoziations- 
und Desassoziationshypothese der Gelatine schon seit Anfang 1927 ent- 
wickelt. Die Ergebnisse dieser Arbeiten sind in der von Eggert und Bincer 
zum Gegenstand ihrer Bemerkungen gemachten Publikation ausfiihrlich 
zusammen gefaBt und ihnen die osmotischen Resultate, die mit jenen in 
Ubereinstimmung stehen, angefiigt. 

Die von Eggert und Bincer ausschlieBlich erwahnten, spaiteren Arbeiten 
anderer Autoren stellen sich demnach als Bestdtigungen unserer eigenen, in 
vorangegangenen Untersuchungen ausgesprochenen und begriindeten Avw/- 
fassung dar. 

1 Maz Frankel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 17, 1927; 170, 247, 1927; 
Kolloidzeitschr. 45, 355, 1928; diese Zeitschr. 207, 53, 1929; siehe ferner 
A. Fodor, ebendaselbst 240, 140, 1931. 











Verbindungen der Fructose-di-phosphorsaure. 
Von 
Carl Neuberg und Max Scheuer. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Bei Beschaftigung mit der Hexose-di-phosphorsiure gewannen wir 


die im folgenden beschriebenen Substanzen. 

Das Benzidin-salz des Zymo-di-phosphats ist durch Schwerléslich- 
keit und Kristallisationsvermégen ausgezeichnet. Kristallisierte Ver- 
bindungen der Estersaure, in denen ihr unverandertes Molekiil vorliegt, 
sind nur sparlich bekannt; es sind dies die Alkaloid-salze!. Das Benzidin- 


salz hat eine ungew6hnliche Zusammensetzung, die durch den Charakter 


des Diaminodiphenyls bedingt ist; es entfallen auf 1 Mol Zymo-di- 
phosphat 3 Mol der genannten Base. Das Benzidin ist salzartig gebunden, 
nicht etwa mit der Carbonylgruppe vereinigt, wie in den Benzidin- 
verbindungen der Aldosen?. 

C. Neuberg und M. Kobel®? haben darauf hingewiesen, daB bei der 
EnteiweiBung kohlenhydrathaltiger Naturprodukte nach der Zink- 
methode von Hagedorn-Jensen etwa vorhandenes Hexose-di-phosphat 
mit niedergeschlagen wird. Das selbe gilt auch, wie sich jetzt ergibt, 
fiir die von A. Fujita und D. Iwatake empfohlene Arbeitsweise*, bei 
der Cadmiumsulfat an Stelle von schwefelsaurem Zink Anwendung 
findet. 

Die Zink- und Cadmium-salze der Hexose-di-phosphorsdure sind 
schwerlésliche Derivate. Sie entstehen jedoch nicht in analysenreiner 
Form, wenr sie aus dem Magnesiumsalz bereitet werden; dabei scheiden 
sich stets magnesiumhaltige Zink- bzw. Cadmium-verbindungen des 
Zymo-di-phosphats aus. 


1 C. Neuberg u. O. Dalmer, diese Zeitschr. 131, 191, 1922; K. Freuden- 
berg, Zeitschr. f. angew. Chem. 42, 295, 1929. 

2 O. Adler, B. 42, 1742, 1909. 

3 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 238, 236, 1931. 

4 4. Fujita u. D.Ilwatake, ebendaselbst 242, 43, 1931. 
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Benzidin-salz. 


200 ccm etwa m/10 Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung wurden 
iter Umschiitteln in 1600cem m/20_ Benzidin-di-chlorhydrat-lésung 
ngegossen. (Beide Fliissigkeiten sind im Bedarfsfalle zuvor durch Tier- 
kohle zu entfarben.) Nach 15 Minuten wurde der gut sedimentierte Nieder- 
schlag abgesaugt und mit Wasser bis zum Verschwinden der Chlor-ionen 
in Filtrat gewaschen. SchlieBlich wurde die Substanz noch mit Alkohol 
und Ather digeriert, um Spuren freien Benzidins zu entfernen (Priifung 
mit Ferrichlorid). Der Niederschlag wurde im Vakuum-exsikkator ge- 
trocknet. Ausbeute 11 g farbloses Pulver. 


Die Analysen lehren, daB ein Tri-benzidin-salz der Hexose-di-phosphor- 
siure, C,H 90O,(PO,H2)e(N He . CgH,y - CpHy - NHo)3, vorliegt. (Die Ver- 
bindung kénnte, analog manchen anorganischen Phosphaten, als Molekular- 
verbindung von je 1 Mol 4-basischem und 2-basischem Salz aufgefaBt werden. ) 
Durch Anwendung eines groBen Uberschusses von Benzidin-hydrochlorid 
lieB sich kein vierbasisches Salz gewinnen; vermutlich ist seine Entstehung 
die durch stark saure Reaktion des Fallungsmittels verhindert. 


Beriicksichtigt man die Gleichung 


CgHyO4(PO4)2Mg, + 3 (CygHy2Ne - 2 HCl) 
= (gH O4(PO4)o(CysHi2No)3 + 2 MgCl, + 2 HCI, 


so sieht man, daB bei der Umsetzung 2 Mol Salzséure auftreten. Dieses 
Quantum frei werdender Mineralsfure verhindert die Ausfallung eines 
Drittels der angewendeten Menge Hexose-di-phosphat. Der Ertrag an 
Benzidinsalz, das in HCl léslich ist, kann also nur 66°,, betragen, berechnet 
auf das Magnesium-hexose-di-phosphat. Wir fanden 65°, also praktisch 
quantitative Ausbeute. 

Die Zusammensetzung des Niederschlags schien vom Mengenverhaltnis 
der Reagenzien unabhangig zu sein. 

Das Salz ist in kaltem Wasser sehr schwer léslich. Aus einer in der 
Warme hergestellten 0,07 °,igen Lésung kristallisierte beim Stehen in der 
Kalte bald ein Teil der Verbindung aus; demnach war eine Bestimmung 
des optischen Drehungsvermégens nicht méglich. 

In Alkohol und Ather ist das Salz unléslich. Es verkohlt beim Erhitzen 
ohne zu schmelzen. 

Die Verbindung wurde im Hochvakuum bei Zimmertemperatur bis 
zar Konstanz getrocknet!. Dabei farbte sich das Salz leicht  gelblich, 
wahrend es bei Aufbewahrung in verschlossener Flasche farblos blieb. 
Versuchte man eine Trocknung bei héherer Temperatur, so trat alsbald 
Dunkelfarbung eia, und es war keine Gewichtskonstanz zu erreichen. 


5,069 mg Substanz?: 19,340 mg CO, und 2,703 mg H,0O. 


2,738 mg Substanz*: 0,218ccm N, (23°, 766 mm). 
1 In der lufttrockenen Substanz wurden 7,48°,, H,O gefunden; daraus 
kénnte man auf einen Gehalt an 4 Mol Kristallwasser schlieBen. 
2 Das Material ist wegen Bildung P-haltiger Kohle schwer verbrennbar. 
3 Salz anderer Fertigung. 
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0,1931 g Substanz wurden mit Soda-Salpeter geschmolzen und liefert 
(bei der Analyse nach Sonnenschein-Woy) 0,0500 g Mg, P,0,;. 


CygHOyNePe. Ber.: C = 56,49%, H = 565%, N = 9,42° 


o° 


(892,5) gef.: C = 55,65°%%, H = 5,95%, N = 9,25° 


P = 6,96 


» P = 7,21 


Direkte Titration. 


0,1785 g Substanz wurden in 150 ccm heiBem Wasser gelést und be 
50° mit n/10 NaOH titriert. Scharfer Umschlag gegen Phenolphthaleiy 
nach Zusatz von 8,0cem n/10 NaOH. 


Fiir ein Tri-benzidinsalz der vierbasischen Saéure berechnen sich 8,0 ecm 
n/l0 NaOH. 


Benzidin-bestimmung. 


0,1838 g Substanz wurden in 50 ccm heiBem Wasser gelést und mit 
10cem verdiinnter Schwefelsiure (20°,ig) kurz auf dem Wasserbade 
erwarmt, wodurch das Benzidinsulfat besser filtrierbar wird. Nach dem 
Abkiihlen in Eis wurde der Sulfat-niederschlag abgesaugt, mit wenig Wasser, 
darauf mit Alkohol gewaschen und nach Raschig! titriert. 


Es wurden verbraucht 12,3cem n/10 NaOH = 61,60°%, Benzidin; 
berechnet 61,88 °,. 


Umkristallisation. 





10 zg des hexose-di-phosphorsauren Benzidins wurden in drei Portionen al 
in je 500cem siedenden Wassers gelést (und nétigenfalls mit Tierkohle n 
behandelt). Das Filtrat wurde sofort abgekiihlt, so daB die Substanz A 


héchstens 10 Minuten warm blieb*. Bei langsamer Abkiihlung schied sich 
die Verbindung in quadratischen Tafeln aus, die abgesaugt und mit Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen wurden. Ausbeute 4,4 g aus 1'/, Liter Lésungs- 
mittel. 

Die Verbindung wurde wieder bei Zimmertemperatur im Hochvakuum 
mehrere Tage lang bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Phosphor-bestimmung. 
0,2519 g Substanz: 0,0632 g Mg.P,O,. 


Ber.: P = 6,96%; gef.: P = 6,99 %,. 7 
sit 
Benzidin-bestimmung. r 
Aus 0,1549 g Substanz wurde das Benzidin als Sulfat gefallt und in tr 
letzterem die H, SO, titriert: Verbraucht 10,5 ccm n/10 NaOH, entsprechend G 
62,40 °, Benzidin; berechnet werden 61,88°;, Diaminodipheny]. ck 
lie 
Cx 
1 Siehe Treadwell, Quantitative Analyse, 8. 622. Leipzig 1927. 
* Infolge hydrolytischer Spaltung ist die Reaktion sauer, bei langerem 





Erhitzen kann dann Phosphorsiure abgespalten werden; vgl. C. Neuberg. 
diese Zeitschr. 88, 435, 1918. 
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Direkte Titration. 


0,1889 g Substanz verbrauchten bei 50° gegen Phenolphthalein 8,0 cem 
n/10 NaOH; berechnet 8,4 ccm. 


Das frei gewordene Benzidin fiel hierbei zum Teil aus; es lieB sich mit 
\ther vollstandig aus der Lésung entfernen. (Man kann also auf ent- 
sprechende Weise aus dem Benzidinsalz andere Verbindungen der Hexose- 
di-phosphorsaure herstellen. ) 


AuBer mit Hexose-di-phosphorséure konnten auch mit Hexose-mono- 
phosphorséure (Robinson-ester) und Glycerin-phosphorséure Benzidin- 
verbindungen erhalten werden. Sie waren leichter léslich und lieBen sich auch 
nicht gut umkristallisieren. Die Ausbeuten waren bedeutend geringer als 
beim Di-ester. 

In Lésungen von hexose-di-phosphorsauren Salzen erzeugten die Chlor- 
hydrate von «a, $-Naphthylen-di-amin' und 2, 7-Di-amino-fluoren? gleichfalls 
Niederschlage; die entstandenen Salze waren jedoch schwer umzukristalli- 
sieren. Die Hydrochloride von Mono-aminen, wie «- und /-Naphthylamin, 
ferner Akridin-chlorhydrat lieferten mit Mg-hexose-di-phosphat;l6sung nur 
phosphorfreie Niederschlage; es war freie Base ausgefallt worden. 

Ferner wurden Zink- und Cadmium-verbindungen der Fructose-di-phos- 
phorsdure dargestellt. 

Zu 120 cem m/2 Cd-acetatlésung wurden 50 cem m/5 Mg -hexose- 
di-phosphat-lésung hinzugefiigt; nach 2 Stunden wurde der Niederschlag 
abgesaugt und wegen Mitfallung von Magnesium enthaltendem Material sehr 
griindlich mit Wasser sowie schlieBlich mit Alkohol und Ather gewaschen. 
Ausbeute 3,3 g exsikkator-trockener Substanz. 

Das Salz wurde bei 78° im Hochvakuum bis zvr Gewichtskonstanz 
belassen. 


Die lufttrockene Substanz gab 12,4°,, H,O ab. 


0,1761 g Substanz: 0,1239 g Asche (Cd, P,0;). 
0,2193 g Substanz: 0,1580 ¢g CdSO, und 0,0766g¢ Mg,P,O,. 


CsHy»O2P,Cd,. Ber.: Asche = 71,10%, P = 11,07%,, Cd = 40,07 °°. 
(561) Gef.: Asche = 70,37°%, P = 9,74",, Cd = 38,85, 


Beim ZusammengieBen von Lésungen von Mg-hexose-di-phosphat 
und Zink-chlorid, -acetat oder -sulfat erhielt man flockige Niederschlige ; 
sie ballten sich nach wenigen Minuten zu einer klebrigen zahen Masse zu- 
sammen, die sich mit Wasser nicht auswaschen lie}. Beitm Verreiben mit 
Alkohol zerfiel der Niederschlag in ein weiBes Pulver. Die Analyse ergab 
trotz griindlichen Auswaschens mit Alkohol noch einen betrachtlichen 
Gehalt an Magnesium. Die Substanz léste sich zu 1°, in heiBer m-Zink- 
chlorid-lésung und fiel beim Erkalten zum Teil wieder aus. Méglicherweise 
liegen bei den zuletzt beschriebenen Verbindungen gemischte Zn- bzw. 
Cd-Magnesium-salze vor. 


1 CG. Neuberg u. M. Scheuer, B. 68, 3068, 1930. 
2 J. Schmidt u. W. Hinderer, B. 64, 1793, 1931. 
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Bei dieser Gelegenheit sei — zumal im Hinblick auf die Verwendung 
von Uransalzen zur EnteiweiBung auf folgendes hingewiesen. In de: 
Literatur findet man die Angabe, die Uranyl-verbindung des Zymo-di 
phosphats sei in Wasser léslich. Das trifft nicht zu. Essigsaures, salpetet 
saures und schwefelsaures Uranyl fallen aus einer Lésung von hexose-di 
phosphorsaurem Magnesium einen dicken, gelblich-weigen Niederschlay 
Dieser lést sich in einem Uberschu® des Sulfats oder Nitrats. Die durch 
Uranylacetat erzeugte Substanz lést sich nur in der hinreichenden Menge 
freier Essigsiure, zum Unterschied von dem bekannten anorganischen 
Uranylphosphat. Der erwihnte Glucose-mono-phosphorsaure-ester bildet 
ein lésliches Uransalz. 


Berichtigung. 


In der Mitteilung ,,Wirkung der Quecksilbersalze auf die Samen- 
keimung von J. Bodndér und Lili Eveline Roth, diese Zeitschr. 248, 
375, 1932, muB es heiBen: 

In Tabelle IIT oben: 

Alkalichloride bzw -bromide in Molen statt NaCl bzw. KCl in Molen. 


In Tabelle IIT unten: 


100 KBr statt 100 KCl, 
lOKBr s,, 10 KCl, 
5KBr _e,, 5 KCL 
Siar ,, 2 KCl. 
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